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Une multitude de processus biologiques, dont l’établissement d’un système immunitaire 
compétant, sont dépendants des bactéries associées au corps humain qui constituent notre 
microbiote. L’équilibre des espèces bactériennes qui le composent est primordial puisqu’un 
débalancement est observé dans plusieurs maladies inflammatoires, dont le cancer. De telles 
perturbations dans l’intestin peuvent même moduler l’efficacité de certaines immunothérapies 
ou chimiothérapies. Des études récentes indiquent également que des bactéries peuvent être 
retrouvées à l’intérieur des tumeurs solides chez l’humain, notamment dans le cancer du sein. 
 
Nous avons émis l’hypothèse que la présence bactérienne dans les tumeurs pouvait jouer un 
rôle dans la progression du cancer du sein, et ce, en présence ou non de traitements. Nos 
objectifs étaient d’optimiser une méthode de quantification bactérienne par qPCR, de vérifier 
la présence de bactéries dans les tumeurs d’une cohorte de patients atteints du cancer du sein 
et de déterminer si nos résultats pouvaient avoir une signification clinique.  
 
Suite à la validation de la technique de quantification, nous avons montré que des équivalents 
bactériens sont détectables dans plusieurs fragments des tumeurs de notre cohorte et que ceux-
ci sont retrouvés en quantité plus élevée dans le tissu normal adjacent à ces tumeurs. Nous 
avons aussi montré que la détection de bactéries dans les tumeurs est associée à une meilleure 
survie des patients. De plus, cette amélioration de la survie en présence de bactéries concerne 
préférentiellement les tumeurs de grade III ou Luminal HER2+. 
 
Nous croyons que l’étude approfondie du microbiote des tumeurs et de la réponse immunitaire 
anti-tumorale qui y est associée permettra de définir de nouvelles cibles thérapeutiques et 
pourra mener à l’amélioration des traitements actuels du cancer du sein.  
 
Mots-clés: Cancer du sein, microbiote tumoral, infiltration bactérienne, réaction quantitative 
de polymérase en chaîne (qPCR), quantification bactérienne, gène de l’ARN 16S (ADN 16S), 




Many biological processes, including the establishment of a competent immune system, are 
dependent on the human-associated bacteria which constitute our microbiota. The bacterial 
species equilibrium is primordial since an imbalance is observed in several inflammatory 
diseases, including cancer. Such perturbations in the gut can even modulate the effectiveness 
of certain immunotherapies or chemotherapies. Recent studies also indicate that bacteria can 
be found inside solid human tumors, including in breast cancer. 
 
We hypothesized that the presence of bacteria in tumors could play a role in the progression of 
breast cancer, with or without treatments. Our objectives were to optimize a bacterial 
quantification method by qPCR, to verify the presence of bacteria in tumors from a cohort of 
patients with breast cancer and to determine if our results could have a clinical significance. 
 
Following the validation of the quantification technique, we have shown that bacterial 
equivalents are detectable in several tumor fragments from our cohort and are found at higher 
levels in the normal tissue adjacent to these tumors. We have also shown that the detection of 
bacteria in tumors is associated with an enhanced patient survival. Furthermore, this 
improvement of survival in the presence of bacteria preferably concerns grade III or Luminal 
HER2+ tumors. 
 
We believe that a comprehensive study of the tumor microbiota and its associated anti-tumor 
immune response will help define new therapeutic targets and lead to improvements of current 




Keywords: Breast cancer, tumor microbiota, bacterial infiltration, quantitative Polymerase 
Chain Reaction (qPCR), bacterial quantification, 16S RNA gene (16S DNA), E. coli, technical 
validation, clinical characteristics, survival analysis. 
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Chapitre 1. Introduction 
1.1 L’attrait du microbiome en recherche médicale 
1.1.1 Qu’est-ce que le microbiome? 
L’étude intégrale des maladies humaines peut difficilement s’effectuer sans vérifier 
l’influence possible qu’exercent les nombreux micro-organismes associés à l’être humain. En 
effet, la présence et les interactions constantes avec les cellules humaines que maintiennent ces 
microbes, notamment les bactéries, peuvent avoir des conséquences parfois défavorables, mais 
parfois favorables, sur la santé. De plus, leur rôle dans de nombreuses conditions 
pathologiques reste encore à être défini. C’est dans ce contexte que se situe actuellement la 
recherche sur le microbiome. 
 
Le microbiome est un terme assez large devenu très populaire dans la littérature scientifique, 
depuis environ 5 ans, atteignant même en 2016 plus de 7 000 publications qui s’y rattachent 
dans la banque de données PubMed du National Center for Biotechnology Information [1]. 
Puisque les mots microbiome et microbiote peuvent porter à confusion, il est primordial de 
bien définir ces deux entités ainsi que les autres termes s’y rapprochant. Tout d’abord, le 
microbiome correspond à l’ensemble des populations microbiennes (bactériennes, 
archaebactériennes, fungiques, virales et tout autre micro-organisme), la totalité de leurs 
gènes, ainsi que l’ensemble de leurs interactions avec le microenvironnement dans lequel se 
trouvent ces populations [2]. Le microenvironnement d’intérêt peut être le corps humain dans 
son ensemble, mais pourrait également représenter chaque emplacement spécifique contenant 
des microbes comme le tube digestif, les voies respiratoires ou la peau. Une autre façon de 
concevoir cette définition, soit avec un concept tiré de l’écologie, est de considérer le 
microbiome comme un écosystème. Quant au microbiote, il s’agit plutôt d’un terme désignant 
directement et seulement les micro-organismes présents dans un environnement donné [2]. Il 
correspond à l’entièreté des cellules microbiennes contenues dans un microbiome, mais sans 
tenir compte de leurs métabolites ou de leurs interactions avec le microenvironnement. Par 
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exemple, la description des populations ou de la diversité des espèces bactériennes présentes 
dans un microenvironnement distinct ferait appel à cette notion de microbiote. 
 
D’autre part, le métagénome et le métatranscriptome représentent respectivement l’ensemble 
des gènes ou de seulement ceux qui sont transcrits contenus dans un microbiote [2]. Ainsi, 
seuls les acides désoxyribonucléiques (ADN) et ribonucléiques (ARN) des micro-organismes 
sont impliqués lors de l’utilisation de ces deux concepts. Plusieurs des nouvelles techniques de 
caractérisation du microbiome, comme celles qui seront décrites dans cet ouvrage, sont basées 
sur l’analyse partielle ou complète de ces acides nucléiques. 
 
Par mesure de simplification dans ce mémoire, l’utilisation des termes préalablement définis 
ne tiendra compte que des bactéries et non des autres types de micro-organismes. Il en sera 
ainsi en raison de l’emphase spécifique sur l’étude des bactéries du présent projet. 
1.1.2 Les techniques avancées d’analyse du microbiome 
A) Le gène de l’ARN 16S 
L’ARN ribosomal 16S (ARN 16S) est un type d’ARN ribosomal (ARNr) présent 
seulement dans les cellules procaryotes et qui fait partie intégrante des ribosomes [3]. Le 
ribosome bactérien, comme celui eucaryote, est composé de deux sous-unités d’ARN, chacune 
complexée de plusieurs protéines [3]. Les sous-unités du ribosome bactérien sont nommées 
selon leur coefficient de sédimentation, en Svedberg (S) : 38S pour la grande sous-unité et 16S 
pour la petite [3]. Chez l’humain, les deux sous-unités ribosomales sont différentes de celles 
retrouvées chez les procaryotes, que ce soit par leur coefficient de sédimentation, mais 
également par la séquence même des gènes codant pour les ARNr présents dans l’assemblage 
des ribosomes [3]. Les différences évolutives entre les eucaryotes et procaryotes au niveau de 
cette région d’ADN permettent ainsi l’étude spécifique de l’un ou de l’autre dans un contexte 
où les deux seraient présents, comme c’est le cas avec le microbiome du corps humain. Une 
particularité du gène de l’ARN 16S (ADN 16S) est qu’il contient plusieurs régions qui sont 
hypervariables, si bien qu’il existe même des variations entre les espèces bactériennes [4]. Les 
différentes régions variables de l’ADN 16S sont représentées schématiquement dans la Figure 
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1, identifiée de V1 à V9, et sont accompagnées d’un exemple de taux de variabilité de ces 
régions pour différentes espèces de Pseudomonas. La présence de régions très conservées dans 
le domaine bactérien autour des régions hypervariable, probablement requises dans le 
fonctionnement des ribosomes, permet l’utilisation d’amorces qui ciblent la totalité des 
génomes bactériens présents dans un échantillon d’ADN [4]. 
 
Figure 1. Représentation des régions variables de l’ADN 16S et variabilité inter-
espèces. 
A. Adapté de Renvoisé A. et al, Médecine et maladies infectieuses, 2013 [5]. B. Tiré de Bodilis J. et al, PLOS 
ONE, 2012 [6]. 
B) La quantification par qPCR 
La technique de PCR quantitative (qPCR) permet d’amplifier une séquence spécifique 
d’ADN et de mesurer, après chaque cycle d’amplification, une indication témoignant de la 
quantité d’ADN présente [7]. Le principe de base est celui de la réaction en chaîne par 
polymérase (PCR) et la réaction a lieu dans un thermocycleur qui permet le changement rapide 
de température [8]. Brièvement, suite à l’extraction de l’ADN de l’échantillon, l’ADN 
génomique double-brin est ouvert pendant une phase de dénaturation à haute température. 
Ensuite, des sondes spécifiques aux régions entourant la séquence d’ADN cible à amplifier y 
sont liées pendant une phase d’hybridation à plus basse température. Finalement, une phase 
d’élongation permet à l’enzyme polymérase de synthétiser le brin complémentaire de la 
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séquence cible en utilisant des désoxyribonucléotides (dNTP), ce qui permet éventuellement 
de reformer une nouvelle molécule d’ADN double-brin. Cette polymérase a une activité 
optimale à la température utilisée dans cette étape de la réaction. Ces trois phases constituent 
un cycle de PCR et permettent de doubler, à chaque fois, la quantité d’ADN ciblé par les 
sondes. Après plusieurs cycles, la séquence cible est détectable en grande majorité. 
 
Comparativement au PCR standard, la qPCR est utile pour calculer la quantité absolue ou 
relative d’une séquence cible dans les échantillons d’ADN testés [7]. Ceci se fait par la 
quantification de la fluorescence émise par un colorant présent dans la réaction, souvent le 
SYBR Green, un agent intercalant qui s’insère dans toutes les molécules d’ADN [9]. La 
fluorescence globale, mesurée directement par le thermocycleur à chaque cycle, correspond 
donc à la quantité d’ADN présente contenant l’agent intercalant [9]. Il est ainsi possible, afin 
de quantifier le nombre absolu de copies de la séquence visée dans un échantillon d’ADN, 
d’utiliser une courbe standard, où chaque standard contient un nombre connu de molécules de 
la séquence ciblée [7]. 
 
Pour ce qui est de l’analyse du microbiome par le métagénome, l’ADN 16S peut servir de 
séquence cible pour la qPCR, ce qui permet la mise en place d’une technique visant à 
quantifier le nombre de copies du gène de l’ARN 16S présent dans un échantillon d’ADN 
[10]. Ce nombre permet ainsi l’approximation de la quantité de bactéries présentes, si l’on 
considère que chaque bactérie ne contient qu’une seule copie du gène de l’ARN 16S. 
Toutefois, il a été montré que certaines bactéries contiennent plus d’une copie de ce gène, 
pouvant aller jusqu’à 15 copies selon l’espèce bactérienne [11]. Tout de même, l’utilisation de 
la qPCR comme méthode de quantification bactérienne pour des échantillons biologiques 
humains a déjà été utilisée dans un grand nombre d’études, dont plusieurs étudiant les fèces 
[12, 13]. Cette technique est avantageuse puisqu’elle permet de quantifier la totalité des 
bactéries d’un échantillon, sans avoir à connaitre les conditions de culture par microbiologie 
spécifiques à chaque espèce bactérienne. 
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C) Le séquençage de nouvelle génération 
Les avancées technologiques en matière de séquençage ont d’abord permis l’utilisation 
de l’ADN 16S pour identifier les espèces bactériennes dans les échantillons environnementaux 
comme le sol ou l’eau [14, 15]. Ensuite, cette technique a été transposée pour l’utilisation 
d’échantillons biologiques contenant un grand nombre de microorganismes, comme les fèces, 
puis fut tentée graduellement dans ceux contenant une quantité autrefois considérée 
pratiquement nulle comme le cerveau ou le cœur [16]. Une des méthodes les plus 
fréquemment utilisée est le séquençage par synthèse de la compagnie Illumina [17]. 
Globalement, le brin complémentaire de l’ADN est synthétisé en utilisant comme matrice 
l’autre brin, fixé à une piste de verre par des adaptateurs. Le regroupement de plusieurs copies 
de ce brin et la présence d’un fluorochrome spécifique complexé à chaque dNTP permet le 
séquençage lors de la synthèse du brin complémentaire. De cette façon, il est possible de 
trouver la séquence spécifique d’acides nucléiques comprise dans les régions variables ciblées 
par les amorces [18]. Ensuite, la comparaison de ces résultats avec une base de données 
informatique comprenant les séquences exactes des régions variables de toutes les bactéries 
connues permet l’identification taxonomique des bactéries présentes dans l’échantillon [18]. 
Un exemple d’application de cette technologie, qui a permis d’établir un certain consensus de 
la recherche sur le microbiome, est le Human Microbiome Project, alliant plusieurs groupes de 
recherche et ayant comme objectif de caractériser le microbiome normal de l’être humain [19]. 
La représentation temporelle du microbiote de plusieurs emplacements du corps humain dans 
un grand nombre d’individus permet ainsi une référence solide pour des études ultérieures 
[20]. 
D) Les risques de la contamination 
Toute manipulation visant l’ADN ou l’ARN bactérien est très sensible à la 
contamination, en raison de la présence quasi-ubiquitaire de bactéries et de leurs acides 
nucléiques dans l’environnement [21, 22]. S’il advenait qu’une contamination survienne, les 
résultats pourraient contenir des faux positifs qui ne sont pas originellement présents dans 
l’échantillon biologique testé, et cet effet est accru lors de l’utilisation d’échantillons à faible 
biomasse bactérienne. Des études démontrent même la présence de contamination par les 
acides nucléiques 16S directement dans le matériel provenant de trousses commerciales 
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d’extraction d’ADN ou de qPCR [23, 24]. Il faut donc prendre de grandes précautions de 
stérilité lors de ce genre d’étude, mais également inclure des contrôles pour chaque étape du 
processus en cas de contamination accidentelle. Il existe toutefois des méthodes d’analyses 
informatiques pour tenter de corriger la contamination suite à celle-ci dans le but de minimiser 
son impact [25, 26]. 
1.1.3 Le potentiel thérapeutique de cibler le microbiome 
En raison de la baisse du coût des techniques utilisées pour sa caractérisation, de plus 
en plus d’études s’intéressent au microbiome, ce qui se traduit en un nombre impressionnant 
de publications dans une multitude de domaines de recherche qui y sont associés. Entre autres, 
des théories sur le rôle des bactéries dans la progression et le traitement de plusieurs maladies 
commencent à prendre forme, notamment dans la recherche sur le syndrome 
d'immunodéficience acquise (SIDA) [27] ainsi que sur les maladies inflammatoires chroniques 
intestinales et le cancer colorectal [28]. La capacité de cibler les bactéries par des antibiotiques 
ou la colonisation de l’intestin par ces micro-organismes via la prise de probiotiques en font 
certainement un sujet d’étude prometteur dans le domaine médical. Par contre, pour bien 
comprendre les différentes façons de manipuler les bactéries dans une optique thérapeutique, il 
faut se pencher sur l’étendue impressionnante des interactions entre l’être humain et les 
bactéries constituant son microbiote. 
1.2 Les relations entre l’hôte et son microbiome 
1.2.1 Le microbiome intestinal 
Le microbiome de l’être humain est composé approximativement d’au moins 1014 
bactéries, ce qui correspond environ à un nombre 10 fois plus grand que le nombre de cellules 
eucaryotes qui nous composent, et c’est dans l’intestin que se trouve la grande majorité de ces 
espèces bactériennes [29]. Avec les nouvelles techniques de séquençage, mais également à 
l’aide de modèles informatiques des systèmes biologiques complexes, il devient plus aisément 
possible d’étudier l’évolution du microbiote intestinal dans le temps et d’estimer les 
interactions inter-espèces bactériennes [30]. Il existe également des techniques, comme la 
microscopie à haute résolution combinée à de l’immunofluorescence (IF) et à de l’hybridation 
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in situ en fluorescence (FISH), qui permettent l’étude de la représentation spatiale des 
bactéries dans l’intestin [31]. Globalement, les populations bactériennes retrouvées en plus 
grande quantité dans l’intestin chez l’humain sont, au niveau taxonomique du phylum, les 
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicute et Protobacteria [32]. En temps normal, les bactéries 
qui colonisent notre système digestif de manière à y rester sont des bactéries dites 
commensales. Ce terme n’est pas exact puisqu’il suggère, selon sa définition, que les bactéries 
peuvent profiter de notre corps comme habitat, mais qu’elles ne nous sont ni bénéfiques ou 
néfaste. Effectivement, de nombreuses études démontrent que ces espèces bactériennes nous 
sont en réalité très bénéfiques et la description de ces bénéfices sera détaillée dans cet ouvrage. 
Bien que le terme commensal soit discutable, il sera tout de même utilisé pour décrire les 
bactéries résidentes de l’intestin. 
 
Les populations de bactéries retrouvées dans le microbiote intestinal ne sont pas les mêmes 
entre deux individus, ou même à l’intérieur d’un même individu dans le temps [33]. Plusieurs 
facteurs internes et externes peuvent ainsi faire varier ce microbiote et la diète en est un 
exemple. En effet, il a été montré que des souris soumises à une diète animale ou élevée en 
gras, comparativement à une diète végétarienne ou faible en gras, présentaient des 
changements notables dans leur microbiote intestinal [34, 35]. Selon les auteurs, ce 
débalancement pourrait possiblement causer des effets néfastes liés aux maladies 
inflammatoires chroniques intestinales ou aux désordres métaboliques. Chez l’être humain, il a 
été trouvé qu’il existe des différences notables dans le microbiote d’individus ayant une diète 
de type américaine, riche en produit animaliers, contrairement à ceux ayant une diète 
méditerranéenne, riche en fruits et légumes [36]. Cette dernière est reconnue comme étant 
synonyme de santé et est associée à un microbiote enrichi en bactéries qui peuvent dégrader 
les fibres [36]. Aussi, l’observation du microbiote intestinal d’une communauté de chasseurs-
cueilleurs en Afrique a révélé que la diversité des populations bactériennes est plus riche que 
celles d’Européens en milieu urbain, ce qui témoigne de l’influence possible de la diète et du 
style de vie particuliers et primitifs auxquels ces individus adhèrent [37]. 
 
La variation des populations bactériennes chez un même individu est également dépendante de 
la perméabilité intestinale, laquelle est augmentée pendant l’enfance, la grossesse et la 
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vieillesse [38]. Aussi, le mode de délivrance peut faire varier le type de bactéries colonisant 
l’intestin du nouveau-né, et il est même possible de partiellement rétablir à la normale le 
microbiote d’un enfant né par césarienne via un transfert du microbiote vaginal de la mère à 
l’enfant suivant sa naissance [39]. Plusieurs autres facteurs, étudiés chez la souris ou l’humain, 
peuvent faire varier la composition en population bactérienne du microbiote intestinal dont 
l’habitat [40, 41], les variations génétiques individuelles reliés à l’immunité [42], le cycle 
circadien [43] ou même les saisons [44]. 
1.2.2 Les lignes de défense intestinales de l’hôte  
 A) Les défenses de type non immunitaire 
Afin d’empêcher les milliards de bactéries contenues dans le tube digestif de pénétrer 
dans la partie interne du corps humain, l’intestin est formé de plusieurs couches, ou tuniques, 
formées de cellules spécialisées spécifiques à chacune d’entre elles. Les trois tuniques les plus 
externes sont respectivement séreuse, musculaire, ainsi que vasculaire et nerveuse [45]. C’est 
toutefois la barrière intestinale directe formée par la quatrième tunique, la muqueuse, qui 
permet de renforcer l’imperméabilité de l’intestin aux pathogènes. En effet, elle est d’abord 
composée d’une simple couche de cellules épithéliales, les entérocytes, qui sont surtout liés 
par des jonctions serrées, bloquant ainsi le passage des bactéries [46]. Une caractéristique de 
ces cellules est leur auto-renouvèlement constant, notamment par des mécanismes 
d’autophagie qui peuvent être augmentés chez la souris lors d’une infection [47]. Ceci permet, 
avec une prolifération sous-jacente équilibrée médiée par une couche de cellules souches, de 
se débarrasser des entérocytes qui seraient infectés et de garder l’intégrité de la barrière 
intestinale [46]. D’autre part, il y a présence d’une barrière entre le tube digestif et le réseau 
vasculaire, similaire à la barrière sang/cerveau, mais un peu plus perméable, et qui permet la 
non-dissémination des bactéries dans l’organisme par les voies sanguines [48]. 
 
Plusieurs autres composants cellulaires font partie de la barrière intestinale qu’incarne la 
tunique muqueuse. D’abord, les goblet cells (cellules caliciformes) sont à l’origine de la 
production d’un composant important du mucus, la glycoprotéine mucine 2, qui permet la 
formation d’une couche visqueuse recouvrant les entérocytes [49]. Celle-ci a un rôle 
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primordial dans la défense contre les bactéries, puisqu’elle empêche la colonisation intestinale 
de certaines bactéries en les capturant dans le mucus, puis en les repoussant grâce au 
péristaltisme intestinal [50]. Un nouveau genre de cellule caliciforme de type sentinelle a été 
trouvé chez la souris et permettrait la stimulation de la production de mucus par les cellules 
caliciformes avoisinantes suite à la détection de bactéries infiltrantes [51]. Ceci serait possible 
par un mécanisme lié aux voies de signalisation des récepteurs de type Toll (TLR). Pour 
continuer, la production de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth, dont le 
lysozyme et les α-défensines, représente un mécanisme de défense supplémentaire contre les 
bactéries [52]. D’autre part, certains entérocytes spécialisés, les cellules Microfold (cellules 
M), peuvent faire le lien avec les bactéries et les cellules immunitaires afin d’activer ces 
dernières [53]. Elles y arrivent par leur forte activité de transcytose, qui permet 
l’acheminement direct d’antigènes ou de bactéries aux lymphocytes et cellules phagocytaires 
se trouvant dans la zone juste en dessous des cellules M [53]. La distribution des différents 
types de cellules impliquées dans la barrière intestinale est représentée à la Figure 2, et celle-ci 
permet d’apprécier la grande diversité cellulaire requise pour maintenir son intégrité. 
 
Figure 2. Représentation schématique de la barrière intestinale et de ses principaux 
effecteurs cellulaires. 
Tirée de Chassaing, B. et al, Biomedical Journal, 2014 [54]. 
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B) Les défenses de type immunitaire 
Les cellules immunitaires de l’intestin sont regroupées dans des plaques lymphoïdes 
connues sous le nom de Peyer’s patches (plaques de Peyer) [55]. Tel que montré en partie par 
la Figure 2, de nombreuses cellules immunitaires sont nécessaires, dont les cellules 
lymphoïdes innées (ILC), lymphocytes T effecteurs et régulateurs (Treg), lymphocytes B, 
macrophages et cellules dendritiques. Celles-ci sont requises pour la reconnaissance 
immunitaire, ou immunité innée, ainsi que pour la réponse immunitaire adaptative spécialisée 
qui peut s’en suivre envers le microbiote intestinal [56]. Dans une étude chez la souris, la 
production d’interleukines (IL) et d’interféron (IFN) par certaines cellules immunitaires en 
réponse à certains stimuli microbiens, dans ce cas l’IL-22 et l’IFN-γ, est observée suite à 
l’activation de la réponse immunitaire innée [57]. La production de l’IL-22 par les ILC de type 
3 permet d’ailleurs de réguler l’expansion des bactéries commensales et, selon cette même 
étude elle serait dépendante de l’IL-2 et de l’IL-23, respectivement produites par les 
lymphocytes T et les cellules myéloïdes. Les mécanismes antibactériens découlant de la 
présence d’IL-22 sont l’augmentation de la production de peptides antimicrobiens et de 
mucines par les cellules épithéliales, ainsi que le renforcement des jonctions serrées formant la 
barrière physique [58]. Pour ce qui est de l’IFN-γ, cette molécule peut augmenter la 
présentation antigénique de classe I et II par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), ce 
qui permet de faire le lien entre la réponse innée de reconnaissance bactérienne et la réponse 
adaptative lymphocytaire subséquente [59]. Les stimuli microbiens menant à la réponse 
immunitaire innée peuvent être, comme discuté précédemment, transmis directement aux 
cellules immunitaire par les cellules M, qui se retrouvent d’ailleurs presque exclusivement au 
niveau des plaques de Peyer [60]. 
 
Les molécules bactériennes impliquées dans la reconnaissance directe des bactéries par le 
système immunitaire sont nommées motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP). 
Ceux-ci peuvent être des lipopolysaccharides (LPS) provenant de la membrane externe 
bactérienne, de la flagelline issue des flagelles des bactéries, des motifs d’ARN spécifiques 
aux bactéries comme le cytidine-phosphate-guanosine (CpG) ou encore des lipopeptides tel le 
Pam3CSK4 [61]. Les TLR permettent la reconnaissance de ces PAMP et la production de 
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facteurs pro-inflammatoires et d’IFN de type I nécessaires pour l’établissement de la réponse 
immunitaire adaptative, et ce, classiquement par la voie de signalisation MyD88. [61]. Les 
TLR sont exprimés par une vaste variété de cellules immunitaires humaines, dont les 
monocytes, les lymphocytes T et les lymphocytes B [62]. L’augmentation de la présentation 
antigénique par les CPA permet l’activation et la prolifération de lymphocytes T spécifiques à 
l’épitope présenté, soit un antigène bactérien [63]. Les lymphocytes T CD8+ activés peuvent 
ainsi participer à la lyse cytotoxique de leur cible si celle-ci parvient à franchir la barrière 
intestinale. Dans ce cas-ci, la cible constituerait en des bactéries pathogéniques préalablement 
reconnues par les cellules de l’immunité innée. 
 
Outre la réponse contre une bactérie pathogène spécifique par les lymphocytes T suite à leur 
activation, un aspect important de la réponse adaptative est la production d’anticorps de type 
immunoglobuline (Ig) A par les plasmocytes. Les lymphocytes B peuvent produire ces 
molécules suite à leur activation par d’autres cellules immunitaires dont les lymphocytes T 
auxiliaires folliculaires pré-activés par les TLR [64]. Ceci permet leur différenciation en 
plasmocytes sécréteurs d’IgA [64]. Leur différenciation en plasmocytes et leur capacité à 
sécréter de l’IgA sont notamment médiées par l’IL-21[65, 66]. Suite à leur sécrétion, les IgA 
se retrouvent dans la couche de mucus, après une transcytose à travers l’épithélium intestinal 
facilitée par le récepteur polymérique d’immunoglobuline (pIgR) [67]. Les IgA permettent 
alors d’empêcher la liaison aux entérocytes de certains pathogènes spécifiques et de limiter la 
mobilité des bactéries en se liant à celles-ci de façon non spécifique [67]. 
 
Une autre molécule importante dans la régulation du microbiote est l’IL-17 produite par les 
lymphocytes T auxiliaires de type 17 (Th17). Il a été montré, chez la souris, que l’interaction 
physique des bactéries filamenteuses segmentées (SFB) sur l’épithélium intestinal peut induire 
directement la différenciation des lymphocytes T en Th17 [68]. Cette augmentation de la 
présence de Th17 est retrouvée dans les zones où les SBF sont présentes en plus grande 
quantité [69]. Une étude chez la souris déficiente en récepteur de l’IL-17 montre que cette 
interleukine est entre autres nécessaire pour l’expression du peptide antimicrobien α-
défensine, ainsi que du pIgR, nécessaire à la transcytose de l’IgA vers le mucus suite à sa 




La suppression des Tregs induite par les cellules épithéliales apoptotiques est aussi un moyen 
de promouvoir les défenses lymphocytaires en raison de la baisse de l’inhibition de 
l’inflammation médiée par ces cellules régulatrices [71]. De nombreuses autres cellules et 
molécules sont impliquées dans le renfort de la barrière intestinale, mais ce portrait de 
quelques mécanismes immunitaires permet l’appréciation de la variété des processus 
nécessaires à la régulation du microbiote, témoignant ainsi de son importance dans le maintien 
de l’homéostasie. 
1.2.3 Les bienfaits du microbiome pour l’hôte 
Bien que le système immunitaire paraisse en perpétuel combat avec les micro-
organismes présents dans le tube digestif, il est devenu important au cours de l’évolution de 
conserver certaines bactéries commensales non pathogéniques afin de bénéficier d’avantages 
indispensables qu’elles peuvent nous procurer. Un exemple très simple est la production 
directe de vitamines par les bactéries. En effet, certaines espèces bactériennes peuvent être à la 
source de notre apport en biotine, folate, acide pantothénique, pyridoxine, riboflavine ou 
thiamine [72]. L’aide dans l’absorption de plusieurs molécules indigestibles, comme certains 
amidons et fibres, issues de la fermentation par des enzymes bactériennes non présentes chez 
l’humain, est également un bénéfice engendré par la relation de mutualisme entre l’humain et 
les bactéries intestinales [73]. Des molécules issues de ces fermentations, les acides gras à 
chaîne courte (SCFA), incluant le butyrate, l’acétate et le proprionate, sont des molécules qui 
peuvent avoir une importante influence pour l’humain, notamment dans le métabolisme du 
glucose, des lipides et du cholestérol [74]. 
 
Les bactéries commensales jouent également un rôle prépondérant dans le maintien de la 
barrière intestinale, et ce, par plusieurs mécanismes. Ces mécanismes comprennent la 
compétition nutritionnelle directe avec les bactéries pathogéniques, la production de 
bactériocines et même la stimulation des défenses du corps humain contre certaines espèces 
bactériennes nuisibles [75, 76]. Les bactéries résidentes peuvent également faire compétition 
aux pathogènes par leur attachement aux sites restreints possible d’adhérence des entérocytes 
[77]. Plusieurs espèces commensales ont d’ailleurs une grande adhésion aux entérocytes, ce 
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qui augmente leur rétention dans l’intestin leur donnant ainsi un avantage compétitif [78]. 
L’étude de souris sans microbiote, ou germ-free (GF), montre que ces dernières sont beaucoup 
plus susceptibles aux infections par des bactéries nuisibles comparativement aux souris 
possédant des bactéries commensales, ce qui confirme bien le caractère protecteur direct des 
micro-organismes résidents de l’intestin [79]. 
 
Un autre aspect essentiel qu’offre la présence bactérienne commensale est son influence sur le 
développement du système immunitaire. En effet, comme décrit précédemment avec 
l’induction de Th17 par certaines bactéries, l’induction de plasmocytes sécrétant l’IgA, ainsi 
que les stimulations et activations immunitaires induites par le microbiote, celui-ci peut avoir 
un important rôle dans l’établissement de changements dans les populations cellulaires 
immunitaires [80]. Son impact sur l’immunité est d’autant plus nécessaire pour l’établissement 
d’un système immunitaire compétent et complet. Effectivement, en plus d’être plus 
susceptibles aux infections et d’avoir des déficiences immunitaires intestinales, les ganglions 
mésentériques des souris GF ont des centres germinatifs plus petits et possèdent moins de 
plasmocytes et de Treg [81]. Il a d’ailleurs été montré que la génération de Treg hors du 
thymus peut être augmentée par la présence de butyrate, un des SCFA issus de la fermentation 
par le microbiote intestinal [82]. Le système immunitaire est tolérant aux bactéries dans les 
premières années de vie et des changements importants de microbiote dans cette période 
pourraient influencer le développement d’une immunité compétente [83]. De nouvelles 
observations montrent même la nécessité du microbiote intestinal dans l’établissement d’une 
réponse immunitaire efficace induite par certains traitements de maladies complexes comme le 
cancer, mais ceci sera discuté plus en détail ultérieurement. 
1.2.4 Le microbiome ailleurs dans le système 
Bien que la majorité des bactéries se retrouvent dans le tube digestif, il ne faut toutefois 
pas croire que les autres bactéries en contact avec le corps humain n’ont aucune fonction ou 
qu’elles ne nécessitent pas de mécanismes de défense spécialisés. Une grande population 
microbienne se retrouve constamment sur la peau et sa composition en espèces bactériennes 
varie grandement selon leur localisation, mais certaines bactéries sont toutefois souvent 
retrouvées en grande proportion comme Staphyloccocus et Proprionibacterium [84]. Par 
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ailleurs, les poumons constituent également un riche microbiote, étant en contact direct avec 
l’air extérieur, et, selon une analyse par qPCR de l’ADN 16S de frottis cellulaires du lobe 
supérieur gauche chez des personnes saines, il peut y avoir 2 000 copies du génome bactérien 
par cm2 à cet endroit [85]. Un autre microbiote, souvent étudié pour son association possible 
avec la prédisposition de maladies transmise sexuellement, est le microbiote de la muqueuse 
vaginale [86]. 
 
Faisant opposition à ce qui était classiquement pensé, un concept nouveau semble se définir 
dans la littérature suite à l’avènement des études sur le microbiome humain : il n’y aurait 
aucun emplacement ou presque qui serait réellement stérile, et ce, même chez un individu en 
bonne santé. En effet, des études métagénomiques chez l’humain montrent que l’on peut 
retrouver des bactéries, ou du moins leurs acides nucléiques de type 16S, dans le sang [87], 
dans les voies urinaires et l’urine [88], et même dans certains tissus comme le tissu mammaire 
[89]. Par exemple, il était déjà connu que des bactéries pouvaient infecter les humains par voie 
sanguine, mais la nouveauté se situe dans l’amplitude du nombre de bactéries estimé dans le 
sang d’un donneur sain qui pourrait correspondre, selon l’étude précédemment cité, à environ 
4 X 107 copies d’ADN 16S par ml de sang [87]. Ainsi, ces études remettent en question la 
croyance qui suggère que l’intérieur du corps humain serait complètement stérile en absence 
de conditions médicales particulières. 
 
Puisque la présente étude se penche sur la caractérisation d’échantillons humains provenant du 
sein, il est primordial de vérifier si d’autres groupes ont réussi à décrire les espèces 
bactériennes classiquement retrouvées dans ce tissu. Il n’y a toutefois que très peu de 
littérature scientifique associée au microbiote du tissu mammaire normal, si bien que l’étude 
canadienne et irlandaise d’Urbaniak et al est possiblement la seule en son genre à ce jour [89]. 
Dans cet article, les échantillons proviennent de mastectomies et de réductions mammaires de 
patients du Canada ou de l’Irlande. Quelle que soit la provenance de la cohorte d’origine, il est 
montré, dans les deux cas, que les quatre phylums bactériens les plus représentés sont 
respectivement les Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria et Bacteroidetes. Ceci pourrait 
indiquer que le microbiote du sein est unique et pourrait rester semblable même avec la 
variation microbienne engendrée par la localisation différente des cohortes de patients. Il est 
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également intéressant de noter que des espèces classiquement retrouvées ailleurs, entre autres 
dans le tractus gastro-intestinal et les voies respiratoires, ont été identifiées dans les tissus 
mammaires de cette étude. La provenance des bactéries retrouvées dans les tissus mammaires 
pourrait donc correspondre à ces sites, mais il ne faut pas exclure la possibilité que les 
bactéries puissent passer directement de la peau au tissu par les canaux galactophores, puisque 
la présence de bactéries a été dénotée dans le liquide aspiré provenant des mamelons ainsi que 
dans le lait maternel chez l’humain [90-92]. Ce genre d’études permet l’identification 
d’espèces bactériennes chez un humain en santé, mais il faut se rappeler que celles-ci peuvent 
également être perturbées et éventuellement mener à des conditions pathologiques dans 
certains cas. 
1.3 La dysbiose et la translocation bactérienne 
1.3.1 La dysbiose et ses causes 
La dysbiose est un changement du microbiote, quantitatif ou qualitatif, pouvant mener 
à une condition pathologique qui est souvent liée à l’inflammation [93]. Ceci peut 
généralement se traduire par un changement dans la proportion normale d’espèces 
bactériennes spécifiques ou par une variation de la diversité microbienne retrouvée dans un 
microbiote donné. Un exemple extrême de dysbiose est l’infection par le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH). Il a été montré chez l’humain que ce virus causait une 
perte de la résistance à la colonisation, caractérisée par la déplétion de certaines bactéries 
commensales et une présence plus importante de pathogènes opportunistes potentiels [94]. 
Ainsi, par l’altération de la balance entre l’immunité et le microbiote, la forte atteinte des 
lymphocytes T CD4+ causée par ce virus [95] permet d’induire un changement dans la 
protection offerte par les bactéries commensales, pouvant mener à une augmentation du risque 
d’infection par des pathogènes. Un moyen différent d’induire une dysbiose est par la chirurgie 
directe de l’intestin, tel que montré dans une étude chez la souris, où une résection intestinale 
cause des changements permanents dans la communauté bactérienne de l’iléon [96]. Les 
infections virales telles le virus de l’influenza peuvent également moduler les populations 




Des agents thérapeutiques utilisés dans le traitement de plusieurs maladies peuvent également 
causer la dysbiose du microbiote intestinal. L’exemple par excellence correspond aux 
antibiotiques, utilisés spécifiquement pour contrer les infections bactériennes. Bien que leur 
utilisation soit bénéfique pour régler l’infection initiale, les antibiotiques peuvent changer les 
populations bactériennes de l’intestin de manière très marquée et même causer des 
changements qui subsistent suite à l’arrêt de leur utilisation [98]. Dans cette optique, on 
semble même observer, dans la société, une tendance vers la diminution de la diversité 
bactérienne intestinale à chaque génération, et cette diminution aurait commencée et 
progresserait avec la modernisation des techniques sanitaires et la surutilisation d’antibiotiques 
[99]. D’autre part, la chimiothérapie chez le rat peut induire une inflammation de la muqueuse 
intestinale caractérisée par une diminution de la diversité du microbiote [100]. Chez l’humain, 
il a été montré que la chimiothérapie utilisée en prévention de la transplantation de cellules 
souches hématopoïétiques induit une dysbiose marquée ainsi qu’un débalancement des 
principales fonctions moléculaires associées au microbiote [101]. Outre les variations subites 
causées par des maladies ou des traitements, les variations du microbiote causées par tous les 
autres facteurs de l’environnement comme la diète, le mode de vie et l’habitat d’un être 
humain, discutés précédemment, pourrait éventuellement favoriser l’établissement d’une 
dysbiose et mener à certaines pathologies. L’ensemble de ces facteurs d’influence témoigne de 
l’importance de la caractérisation des espèces bactériennes et de leur diversité. 
1.3.2 La translocation bactérienne 
Une des conséquences pouvant accompagner la dysbiose intestinale est le passage de 
bactéries du tube gastro-intestinal vers des sites extra-intestinaux, aussi connu sous le terme de 
translocation bactérienne [102]. Par exemple, des pathogènes opportunistes comme 
Salmonella Thyphimurium peuvent cibler les cellules M, chez la souris, et les utiliser comme 
porte d’entrée vers la circulation systémique suite à l’échappement des autres mécanismes 
immunitaires [103-105]. En effet, la destruction des cellules M qui s’en suit pourrait être 
responsable d’une brèche dans l’intestin, ce qui permettrait une voie d’entrée pour les autres 
micro-organismes vers les tuniques intestinales plus profondes et éventuellement la circulation 
systémique [106]. D’autre part, des pathogènes peuvent utiliser le plasminogène de la 
réparation tissulaire pour induire la dégradation de la matrice extracellulaire afin de traverser 
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la barrière intestinale, et ce, par plusieurs mécanismes dont l’expression d’enzymes 
bactériennes activatrices du plasminogène [107-109]. Un autre exemple de mécanisme 
potentiel d’augmentation de la translocation bactérienne est la variation de la perméabilité 
épithéliale par certaines maladies. Plusieurs conditions pathologiques liées à la dysbiose de 
l’intestin comme le cancer colorectal, le diabète, l’obésité et les maladies inflammatoires 
intestinales mènent, en effet, à une barrière intestinale dysfonctionnelle ou à une augmentation 
de la perméabilité de l’épithélium [110]. De plus, l’augmentation de la translocation 
bactérienne par la dysbiose induite par un changement de diète, chez la souris, a comme 
conséquence d’augmenter le taux de LPS plasmatique et la quantité d’endotoxines dans le 
sang, ce qui stimule le système immunitaire par les TLR et mène à un état d’inflammation 
intestinale [111]. Ainsi, la translocation bactérienne à partir du tube digestif peut être néfaste. 
 
La translocation bactérienne n’a toutefois pas seulement lieu que dans l’intestin. Il y a 
maintenant des preuves que les bactéries sur la surface de la peau parviennent à pénétrer la 
peau jusqu’au derme chez l’homme [112]. Cette découverte pourrait indiquer que des 
interactions entre les bactéries et les cellules eucaryotes de l’humain sont présentes à l’échelle 
systémique. La forte présence bactérienne dans le sang d’individus sains, telle que décrite 
précédemment, est également un indice que les mécanismes de défense contre le microbiote 
du corps humain ne parviennent pas toujours à retenir l’ensemble des bactéries à l’extérieur de 
l’organisme. Cette présence bactérienne systémique a peut-être une influence positive dans 
certains processus biologiques, mais cela reste à être étudié. D’autre part, la caractérisation de 
ces espèces bactériennes dans le plasma, par les nouvelles technologies de séquençage, permet 
la preuve diagnostique de la présence d’un sepsis lors d’une présence élevée de pathogènes 
[113]. Cette application du séquençage démontre que l’étude du microbiote à des endroits non 
classiques peut avoir une importance diagnostique. 
1.3.3 Les pathologies associées à la dysbiose et la translocation bactérienne  
Évidemment, des maladies infectieuses causées par des pathogènes opportunistes 
peuvent survenir lors de la dysbiose, comme l’infection pernicieuse impliquant Clostridium 
difficile, qui profite du débalancement des populations bactériennes souvent induit par la prise 
d’antibiotiques [114]. Également, suite à un évènement chirurgical ou une brûlure importante, 
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la présence directe dans le système circulatoire de certains pathogènes, parfois d’origine 
intestinale, peut mener au choc septique, une complication médicale urgente pouvant mener à 
la défaillance de plusieurs organes [115, 116]. Des bactéries normalement inoffensives se 
retrouvant aux mauvais endroits peuvent aussi devenir pathogéniques, notamment lorsque des 
espèces souvent retrouvées sur la peau, comme Staphylococcus aureus et Streptococcus 
pyogenes, sont déplacées dans un emplacement où la réponse immunitaire spécifique n’est pas 
adaptée [117]. Ce concept pourrait aussi être appliqué avec le microbiote du poumon et mener 
à des infections meurtrières dans un contexte de fibrose kystique [118]. 
 
Une composante importante de la dysbiose intestinale et de la translocation bactérienne est 
l’inflammation chronique instaurée par l’action du système immunitaire réagissant à ces 
changements microbiens. Plusieurs conditions inflammatoires comme l’obésité, l’asthme, les 
allergies, les maladies intestinales chroniques, le diabète, ainsi que plusieurs maladies auto-
immunes semblent maintenant être influencées par ce genre de dérèglement du microbiote 
intestinal [119, 120]. Il est même proposé que l’augmentation de la représentation d’un certain 
phylum bactérien, les Proteobacteria, pourrait être une indication commune de dysbiose pour 
plusieurs de ces conditions [121]. Pour ce qui est des maladies inflammatoires chroniques de 
l’intestin, comme la maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse, la sur-stimulation constante 
médiée par des récepteurs de PAMP, comme les TLR, pourrait mener à un état d’inflammation 
chronique, notamment caractérisé par des réponses immunitaires pathogéniques médiées par 
les lymphocytes T [122]. D’autre part, dans la maladie du greffon contre l’hôte, il a été 
montré, chez la souris, que la reconnaissance par les neutrophiles de bactéries intestinales 
ayant effectué une translocation joue un rôle important dans l’activation des lymphocytes T 
effecteurs menant à cette condition [123]. Bien entendu, il y a encore plusieurs maladies dans 
lesquelles le rôle du débalancement du microbiote intestinal dans l’inflammation est encore 
mal compris, comme la cirrhose du foie ou encore le trouble du spectre de l'autisme [124, 
125]. De nombreuses études tentent également de démystifier le rôle de la dysbiose et de la 
translocation bactérienne dans le cancer, mais, avant de les définir, il est important de revenir 
sur les fondements cellulaires de cette maladie complexe. 
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1.4 Les mécanismes cellulaires impliqués dans le cancer 
1.4.1 L’ontogénie du cancer 
Selon les données fournies par le gouvernement du Canada en 2016, un Canadien a 
approximativement 1 chance sur 4 de mourir d’un cancer au cours de sa vie et environ 80 000 
décès liés à cette affection étaient estimés durant la dernière année [126]. Pour bien 
comprendre cette maladie universelle et ses particularités qui rendent son traitement ardu, il 
est essentiel de comprendre son origine cellulaire. Le cancer est, d’abord et avant tout, un 
dérèglement qui mène à une prolifération non contrôlée d’une masse de cellules tumorales, et 
sa progression peut varier selon une multitude de facteurs [127]. Classiquement, il est établi 
que la tumeur provient originellement d’une seule cellule dysfonctionnelle et celle-ci acquiert 
des dérèglements suite à son évolution clonale [128]. Les principaux concepts qui tentent 
d’expliquer comment une cellule normale peut devenir une cellule cancéreuse sont les 
suivants : le maintien de signaux prolifératifs, la résistance à la mort cellulaire, l’échappement 
aux suppresseurs de croissance, l’induction de l’angiogenèse, l’activation de l’invasion et des 
métastases, l’établissement d’une immortalité réplicative, la présence d’instabilité génomique 
et de mutations, le dérèglement des voies cellulaires liées à l’énergie, l’échappement à la 
destruction par le système immunitaire ainsi que la présence d’inflammation [129]. Les 
prochains paragraphes décriront quelques mécanismes utilisés par les cellules tumorales pour 
parvenir à ces états pro-cancéreux. 
 
Tout d’abord, une façon de maintenir une présence accrue de signaux prolifératifs serait de 
signaler aux cellules environnantes d’enclencher le relâchement de ces molécules. Il a 
d’ailleurs été montré, pour le carcinome infiltrant du sein, que les fibroblastes associés au tissu 
tumoral sécrètent la chimiokine CXCL12, qui, suite à sa liaison aux récepteurs CXCR4 des 
cellules tumorales, peut augmenter leur croissance et l’angiogenèse [130]. D’autre part, pour 
promouvoir l’angiogenèse, c’est-à-dire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour 
s’assurer de l’afflux constant de nutriments, certaines tumeurs peuvent produire le facteur de 
croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) [131]. En effet, dans un modèle murin de 
lymphome par transplantation de moelle osseuse, suite au traitement par anticorps bloquant 
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des récepteurs du VEGF, la croissance tumorale est arrêtée, notamment en raison de la perte 
du recrutement des précurseurs de l’endothélium [132]. La tumeur peut aussi devenir 
insensible aux signaux d’arrêt de prolifération comme c’est le cas avec le C/EBPα, qui 
n’exerce plus son effet suppresseur de croissance sur les hépatocytes tumoraux en raison de 
leur activation de la voie de signalisation PI3K/Akt, tel que montré par la culture de lignées 
cellulaires et de tumeurs de cancer du foie humain [133]. L’activation anormale de cette voie 
de signalisation par les cellules cancéreuses peut également mener à un dérèglement du 
métabolisme énergétique cellulaire, notamment par l’augmentation de l’activité de la protéine 
mTOR qui joue un rôle important dans la biosynthèse des lipides et des protéines [134]. 
 
Avec les mécanismes décrits ci-haut, mais également par une multitude d’autres, les cellules 
tumorales peuvent bénéficier d’un apport énergétique constant, ce qui rend leur croissance 
presque ininterrompue et leur confère une immortalité réplicative. Toutefois, les cellules des 
tumeurs doivent tout de même être résistantes à l’apoptose, mort cellulaire normale, dans le 
but de subsister longtemps. En effet, pour contrer l’apoptose, les tumeurs peuvent débalancer 
l’équilibre entre les protéines pro- et anti-apoptotiques, comme Bcl-2 ou p53, diminuer 
l’activité des caspases, protéines impliquées dans le processus de mort cellulaire, ou encore 
bloquer la signalisation issue des récepteurs de mort cellulaire [135]. Par exemple, il a été 
montré, dans une étude d’expression génique de choriocarcinomes humains, qu’une 
diminution de l’expression des gènes de la caspase 8 et 10 était retrouvée, ce qui pourrait 
signifier une baisse de l’activité apoptotique [136]. Aussi, l’expression de l’enzyme 
télomérase dans certains cancers, permettrait l’évitement de la limite de Hayflick, un compte à 
rebours moléculaire du nombre maximal de divisions qu’une cellule peut effectuer [137, 138]. 
Finalement, c’est l’instabilité génomique et la présence de mutations qui permet aux cellules 
d’acquérir la plupart de ces différentes fonctions. En effet, des mutations de type gain de 
fonction acquises dans un gène, comme avec ras, peuvent être directement bénéfiques pour la 
tumeur et ces gènes sont nommés oncogènes [139]. Contrairement aux oncogènes, les gènes 
dits suppresseurs de tumeur doivent être mutés dans les deux allèles pour mener à une perte de 
fonction, comme c’est le cas pour le gène PTEN dans le glioblastome [140]. Un autre type de 
mutation fréquent dans le cancer est la mutation de gènes réparateurs de l’ADN, puisque sans 
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la réparation adéquate des mutations, leur accumulation pourrait augmenter le risque d’autres 
mutations bénéfiques à la tumeur [141]. 
1.4.2 L’évolution du cancer 
Bien que les facteurs décrits plus haut permettent la croissance excessive et la survie de 
la tumeur, celle-ci doit pouvoir échapper aux mécanismes de défenses immunitaires afin de 
progresser et d’atteindre un stade agressif. Ce stade est celui qui permet à la tumeur d’envahir 
le tissu normal et de se disséminer dans le corps par des métastases. Les différentes étapes 
pour y parvenir sont l’invasion des tissus locaux, l’entrée dans les vaisseaux sanguins, la 
survie dans la circulation, l’arrêt à un site d’intérêt et la sortie des vaisseaux sanguins, ainsi 
que la formation de métastases au site distant [142]. Pour pouvoir envahir le tissu environnant 
et parvenir à ces sites distants par la circulation systémique, les cellules cancéreuses 
épithéliales peuvent passer par une étape de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), qui 
leur permet d’acquérir des propriétés invasives [143]. Un exemple de ce genre de 
transformation cellulaire est la perte des propriétés épithéliales, comme celle induite par le 
facteur de transcription et répresseur Snail qui inhibe l’expression de l’E-cadhérine dans 
certaines lignées tumorales épithéliales [144]. Bien que très peu des cellules tumorales qui 
atteignent la circulation sanguine parviennent à devenir des métastases, la plupart des décès 
liés au cancer sont le résultat de la croissance de celles-ci et de la perte de la réponse aux 
thérapies utilisées, peut-être en raison du microenvironnement différent dans lequel elles se 
trouvent [145, 146]. 
1.4.3 Le rôle du système immunitaire dans le cancer 
Pour se rendre jusqu’au stade métastatique, l’échappement à la destruction par le 
système immunitaire est essentiel. Pour la tumeur, survivre au processus d’immuno-
surveillance fait en sorte que seules les cellules insensibles à la destruction par les cellules 
immunitaires peuvent subsister, ce qui fait appel au concept d’immuno-édition [147]. Selon 
celui-ci, suite à l’apparition d’une tumeur, il existe une réponse immunitaire précoce visant à 
détruire ces cellules déréglées. La preuve de cette protection initiale réside dans le fait qu’il y 
a une susceptibilité plus élevée de certaines tumeurs dans les souris qui ont une absence 
complète de certaines cellules immunitaires, soit les lymphocytes T, lymphocytes B, ou 
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cellules de type natural killer (NK), ou encore de certaines molécules essentielles à cette 
réponse immune, comme la perforine, l’IFN-γ et l’IL-12 [148]. L’organisation physique de la 
réponse immunitaire face au cancer peut se caractériser par la formation de structures 
lymphoïdes tertiaires (TLS) à proximité de la tumeur et celles-ci pourraient avoir une valeur 
pronostique en association avec le score d’infiltration immunitaire dans la tumeur [149]. La 
présence de ces TLS permettrait de monter une réponse immunitaire très spécialisée et 
dépendante du microenvironnement tumoral en raison de sa localisation dans le milieu 
inflammatoire [149]. 
 
Par la suite, les cellules ayant résisté à cette ligne de défense, peuvent entrer dans une phase 
d’équilibre avec le système immunitaire, où seules les cellules tumorales très peu 
immunogéniques sont sélectionnées, puisqu’elle ne sont pas éliminées [147]. En effet, si le 
système immunitaire ne peut plus détecter les cellules atteintes, il ne peut plus répondre 
efficacement et devient inutile dans le contrôle de cette maladie. Les cellules tumorales 
peuvent utiliser différents mécanismes pour réduire l’efficacité de la réponse immunitaire en 
établissant un microenvironnement de type suppresseur. Un exemple serait la manipulation 
des mécanismes d’autorégulation de l’immunité par la tumeur, qui mènerait soit à 
l’augmentation de cellules inhibitrices comme les Treg ou les cellules myéloïdes suppressives 
(MDSC), ou encore à l’induction de l’expression lymphocytaire de molécules inhibitrices tel 
l’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et les points de contrôle immunologiques suppresseurs 
comme CTLA4 ou PD-1 [150, 151]. Finalement, toujours selon cette théorie d’immuno-
édition, la tumeur parviendrait à prendre le contrôle de la situation et à entrer dans une phase 
d’échappement qui peut se caractériser par une forte croissance tumorale et par la manifestion 
clinique du cancer [147]. 
 
D’autre part, une avenue thérapeutique de la recherche sur le cancer est d’utiliser le système 
immunitaire pour combattre les tumeurs, soit par le principe d’immunothérapie. Plusieurs 
moyens, dont l’injection de cytokines ou de vaccins pour tenter d’induire une réponse 
immunitaire contre la tumeur, sont maintenant étudiés, mais deux récents types de thérapies, 
soit le transfert adoptif de lymphocytes T et l’utilisation de bloqueurs de points de contrôle 
immunitaires, sont intéressants en raison de leur action directe sur la réponse lymphocytaire 
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[152]. Le transfert adoptif de lymphocytes T consiste en la sélection des lymphocytes T 
réactifs à la tumeur ainsi qu’à leur amplification in vitro, pour ensuite les réinjecter au patient 
dans le but d’observer une réponse thérapeutique contre la tumeur [153]. Pour ce qui est du 
ciblage des points de contrôle immunitaires par des anticorps bloquants, il permet la 
diminution de l’immunosuppression des lymphocytes T, souvent induite par le 
microenvironnement tumoral, et peut redonner l’avantage aux cellules immunitaires dans le 
combat contre les cellules tumorales [154]. Bien que les immunothérapies et les autres 
traitements actuels détiennent un grand potentiel thérapeutique théorique, leur efficacité peut 
dépendre du type de cancer en raison des particularités reliées à sa localisation et à son 
origine. C’est pourquoi il est important de connaître les caractéristiques du cancer du sein, 
sujet d’intérêt de cette étude. 
1.5 Le cancer du sein et ses particularités 
1.5.1 Les caractéristiques spécifiques au cancer du sein 
Le cancer du sein est le type de cancer qui touche le plus les femmes et, bien que le 
taux de survie après 5 ans soit de 87%, près de 5 000 Canadiennes en sont décédées en 2016 
[126]. Pour ce qui est de la susceptibilité au cancer du sein, la mutation du gène BRCA1 ou 
BRCA2 augmente notablement le risque d’incidence de cette maladie dans les familles 
atteintes [155]. Des changements à long terme dans les facteurs hormonaux ainsi que le 
diabète pourraient également augmenter ce risque [126]. La plupart des cancers du sein ont 
comme origine des cellules glandulaires, ce qui fait alors de la tumeur un adénocarcinome de 
type carcinome canalaire si elle est présente dans les canaux galactophores, ou de type 
carcinome lobulaire si elle est présente dans les lobules contenant les cellules productrices de 
lait maternel [156]. Pour ajouter à cette simple classification selon le tissu d’origine, il est à 
noter que le carcinome lobulaire est muté pour la cadhérine E[157]. 
 
De nombreux paramètres cliniques et pathologiques sont considérés pour déterminer la 
sévérité de l’atteinte, et ceux-ci peuvent inclure : la taille de la tumeur, la présence de 
métastases, l’atteinte ganglionnaire, la différenciation et prolifération cellulaire, l’infiltration 
immunitaire, la localisation tumorale, la mort cellulaire, ainsi que plusieurs autres traits 
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histologiques et morphologiques. Le stade TNM est une façon de classifier les tumeurs selon 
certains critères. Ceux-ci incluent la taille de la tumeur, l’atteinte des ganglions ainsi que la 
présence de métastases, ce qui permet au médecin et au patient d’avoir une idée globale de 
l’état d’avancement du cancer [158]. La tumeur peut également être classée selon son grade, 
c’est-à-dire en fonction de son potentiel de différenciation et de prolifération, témoignant de 
son agressivité [159]. En plus de ces classifications, il est possible de distinguer différents 
sous-types de cancer du sein de manière à mieux orienter le traitement de cette maladie [160]. 
1.5.2 La classification des sous-types de cancers du sein 
Le cancer du sein est très hétérogène au niveau pathologique et dans sa réponse 
thérapeutique, mais il est possible, suite à un marquage par immunohistochimie, de le 
classifier selon l’expression de certains récepteurs hormonaux ou de facteurs de croissance, 
comme le récepteur des estrogènes (ER), le récepteur de la progestérone (PR), ainsi que le 
récepteur 2 du facteur de croissance épithélial humain (HER2) [161]. Cette classification de 
base peut également dépendre du grade et de l’expression des gènes associés à la prolifération 
et aux récepteurs hormonaux. Globalement, les tumeurs exprimant au moins un des récepteurs 
hormonaux (ER ou PR) sont dites de type Luminal et représentent environ le deux tiers des 
cancer du sein [162, 163]. L’index de prolifération, vérifié par la présence de la molécule Ki-
67, ainsi que la présence de HER2 permettent entre autres d’identifier les tumeurs de type 
Luminal plus agressives, soit respectivement de type Luminal B ou Luminal HER2+ [162, 164, 
165]. Il est à noter que l’utilisation de Ki-67 pour classifier les tumeurs Luminal B reste une 
approximation. Pour ce qui est des cancers de type non Luminal, ceux qui sur-expriment la 
molécule HER2 sont classé en tant que HER2+, tandis que ceux qui ne l’expriment pas sont 
dits Triple négatifs [161]. Globalement entre 15 et 20% des cancers du sein sur-expriment la 
molécule HER2 [166]. La classification des tumeurs selon ces sous-types permet de distinguer 
la sévérité de chaque sous-type puisque la survie des patients à court et long terme peut y être 
associée en absence de traitement [167]. Les cancers de type HER2+ ou Triple négatifs sont 
ceux qui sont associés à la moins bonne survie [168]. Il existe aussi une classification des 
tumeurs de cancer du sein en sous-types selon leur expression génique, mais cette technique 
demande l’utilisation de certaines techniques plus avancées comme la puce à ADN [169, 170]. 
En effet, la méthode repose sur l’étude de l’expression de 427 différents gènes qui reflètent les 
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caractéristiques de la tumeur, ce qui permet la classification en 6 catégories très précises [169, 
170]. Ce type de classification a pu être raffiné et le test PAM50 repose maintenant sur 
seulement 50 gènes [167]. Cette nouvelle classification semble prometteuse pour 
l’identification du traitement le plus approprié à la tumeur, mais cela devra devenir le standard 
dans les hôpitaux pour que les patients puissent en bénéficier efficacement. 
1.5.3 Les traitements du cancer du sein 
Suite à la détection du cancer du sein, le traitement indispensable consiste en une 
opération chirurgicale ayant pour but de retirer la tumeur et, dans certains cas, les ganglions 
lymphatiques ainsi que des muscles pectoraux [171]. Il en résulte ainsi une mastectomie 
partielle ou complète, parfois suivie d’une reconstruction mammaire immédiate [172]. La 
thérapie adjuvante qui s’en suit peut être de type radiothérapie, chimiothérapie, 
hormonothérapie, traitement ciblé, ou une combinaison de ces traitements. Plusieurs patients 
reçoivent ces traitements avant la chirurgie, alors nommée thérapie de type néo-adjuvante. 
Toutefois, même si la réponse au néo-adjuvant est bonne, il a été montré que le risque de 
récurrence reste quand même plus élevé si la chirurgie n’est pas effectuée, ce pourquoi la 
chirurgie reste indispensable [173]. Les traitements néo-adjuvants doivent également être 
poursuivis après la chirurgie. 
 
Tout d’abord, la radiothérapie est recommandée dans plusieurs cas pour diminuer le risque de 
récurrence locale [174]. Toutefois, ce traitement ne doit toutefois pas être donné sans raison, 
puisqu’il peut, même s’il s’agit d’un faible risque, causer des cancers secondaires en raison de 
l’exposition à la radiation et du dommage à l’ADN qu’elle peut causer [175, 176]. La 
radiothérapie est utilisée en raison de son action sur les cellules cancéreuses, et plus 
spécifiquement les cellules qui se divisent activement. En effet, les dommages induits à 
l’ADN, par la radiation ionisante, bloquent la prolifération et mènent à la mort cellulaire 
[177]. Il est évident que lors du traitement, on tente de minimiser l’atteinte de la radiation aux 
tissus normaux, mais il est possible que ceux-ci soit tout de même atteints, directement ou non 
[177]. La chimiothérapie, quant à elle, correspond à l’utilisation de molécules cytotoxiques 
ciblant les cellules en division. Plusieurs types de molécules peuvent être utilisées pour traiter 
le cancer du sein, ayant comme cible des protéines ou acides nucléiques essentiels aux 
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différentes phases du cycle cellulaire, ce qui permet son blocage suite à leur action inhibitrice 
[178, 179]. La chimiothérapie adjuvante est utilisée depuis un grand nombre d’années et 
permet d’augmenter la survie des patients suite au retrait de la tumeur [180]. D’autre part, il 
est également possible, pour les tumeurs de type Luminal, d’utiliser l’hormonothérapie dans le 
but de cibler directement les récepteurs hormonaux. Des exemples sont le tamoxifène qui cible 
ER ou encore l’inhibition de l’aromatase, nécessaire à la production cellulaire de l’estrogène 
[181]. La présence ou surexpression de la molécule HER2 peut mener au traitement ciblé 
contre cette molécule, par l’utilisation d’un anticorps bloquant comme le trastuzumab et/ou le 
pertuzumab, thérapie presque toujours utilisée en combinaison avec la chimiothérapie [182, 
183]. Ainsi, selon le sous-type intrinsèque de la tumeur, qui témoigne lui-même de 
l’expression de molécules pouvant être ciblées, le patient sera dirigé vers un ou plusieurs types 
de thérapies adjuvantes, tel que résumé dans le tableau I. La difficulté de traitement du cancer 
Triple négatif, ou de type Basal, pourrait être expliquée par l’absence de traitement ciblé 
comme celui contre HER2 ou l’hormonothérapie. 
Tableau I. Les options de thérapies adjuvantes du cancer du sein selon le sous-
type. 
 
Tiré de Baskar R. et al, Frontiers in Molecular Biosciences, 2014 [177]. 
 
Une nouvelle avenue de traitement pour le cancer du sein est l’immunothérapie et plusieurs 
essais cliniques sont présentement en cours dans le but de vérifier son efficacité, incluant 
notamment des vaccins à ADN, viraux, cellulaires, peptidiques ou protéiques, mais également 
des inhibiteurs de points de contrôle immunitaires comme CTLA4 ou PD-1 [184]. 
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1.6 La relation du microbiome avec le cancer 
1.6.1 Le rôle du microbiome dans l’établissement du cancer 
Un effort scientifique considérable semble être dédié à la caractérisation du microbiote 
intestinal dans les cas de cancer colorectal, probablement en raison de la proximité de ces 
tumeurs avec les bactéries du tube digestif. Pour ce type de cancer, plusieurs bactéries 
potentiellement impliquées dans la carcinogénèse ont été identifiées, souvent en raison de leur 
surabondance dans le microbiote intestinal, dont Fusobacterium nucleatum, Bacteroides 
fragilis, Enterococcus Feacalis et la famille Prevotellaceae [185] [186]. Le mode d’action de 
ces espèces bactériennes peut être soit direct, dû à un métabolite ou toxine spécifique produit 
par l’espèce bactérienne, ou encore indirect, par l’influence de la présence de la bactérie sur la 
réponse immunitaire [185, 186]. Par exemple, Fusobacterium nucleatum est enrichi dans 
l’intestin en présence d’adénomes humains [187]. Dans un modèle murin, cette bactérie 
accélère la carcinogénèse en se liant à l’E-cadhérine par son adhésine FadA, ce qui permet 
l’activation de la voie de signalisation β-caténine, qui a une forte influence dans la réponse 
inflammatoire anti-cancéreuse [188]. Un déséquilibre du microbiote intestinal pourrait donc 
favoriser l’oncogenèse et le développement tumoral par l’augmentation de la présence de 
certaines espèces bactériennes opportunistes. 
 
De nombreux mécanismes sont à l’étude dans la détermination du rôle des bactéries dans 
l’établissement du cancer, notamment par le rôle possible de l’inflammation chronique 
pouvant être causée par une dysbiose bactérienne et une translocation microbienne [189]. 
Plusieurs mécanismes sont proposés tel l’augmentation de l’activation générale de la voie des 
TLR ou encore l’infection par un pathogène spécifique [190]. Un des exemple les plus connus 
de relation de cause à effet du cancer par une bactérie est le cas du cancer de l’estomac et 
d’Helicobacter pylori, dans lequel l’éradication de cette bactérie par des antibiotiques permet 
la diminution de nouveaux cas de carcinomes [191]. L’infection dans le passé par H. pylori est 
d’ailleurs un facteur de risque dans l’apparition de ce cancer [192]. Aussi, l’augmentation de 
l’inflammation et de l’activation immunitaire est peut-être liée au rôle du microbiote dans 
l’établissement de plusieurs types de cancer. En effet, des variations génétiques humaines dans 
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les récepteurs immunitaires liés au contrôle bactérien, telles celles pouvant affecter le TLR5, 
peuvent influencer la réponse tumorale [193, 194]. Dans ce même ordre d’idée, il a été 
montré, dans un modèle murin de néoplasme pancréatique endogène, que la carcinogénèse 
pouvait être augmentée par la stimulation du TLR4 par le LPS, notamment en raison du rôle 
du TLR4 dans l’activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques [195]. Il s’agit d’un 
exemple qui renforce l’hypothèse selon laquelle une modification de la flore intestinale peut 
également mener à des cancers non intestinaux, tel que vérifiée dans plusieurs modèles 
murins, notamment pour le cancer de la peau, du sein, du poumon, du foie et ovarien. [196, 
197]. Ainsi, une dysbiose ou translocation bactérienne qui influence la stimulation par les 
TLR, et par le fait même l’inflammation, pourrait mener à l’augmentation du risque de 
certains cancers. 
1.6.2 Les animaux germ-free (GF) et l’impact de la prise d’antibiotiques 
dans le cancer 
Les animaux élevés dans des conditions aseptiques sans bactéries et ceux soumis à une 
prise d’agents bactériolytiques sont des modèles très utilisés pour étudier l’impact du 
microbiote intestinal dans le cancer. Plusieurs modèles murins GF sont caractérisés par une 
incidence moins élevée de tumeurs induites et spontanées [190, 198]. Toutefois, la présence de 
bactéries commensales pourrait aussi être importante dans la réponse anti-tumorale. Un 
exemple est la perte de la protection offerte par le microbiote intestinal chez la souris GF. 
Dans un modèle de cancer colorectal induit par une colite causée un agent perturbant la 
barrière intestinale, la perte de protection par le microbiote se traduit par l’augmentation du 
nombre et de la taille des tumeurs [199]. L’influence de l’absence totale de microbiote dans 
l’établissement du cancer reste donc controversée dans la littérature scientifique et pourrait 
être dépendante du modèle utilisé. D’autre part, la prise récurrente de certains antibiotiques a 
été associée à une augmentation du risque de cancers chez l’homme. Par exemple, la prise de 
pénicilline est associée au cancer colorectal, œsophagien, gastrique, pancréatique et 
pulmonaire et prostatique [200, 201]. Il y a également des observations montrant l’impact des 
antibiotiques sur l’incidence du cancer de sein [202]. Chez la souris, il a été montré, dans un 
modèle de carcinome mammaire spontané, que la fréquence des tumeurs était plus élevée chez 
les animaux qui recevaient des antibiotiques comparativement à ceux qui n’étaient pas exposés 
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à ces agents [203]. Pour ce qui est de l’humain, une étude a montré qu’une utilisation plus 
élevée était associée à un plus haut risque de cancer du sein, et ce, pour plusieurs classes 
d’antibiotiques [202]. La dysbiose bactérienne induite par la prise d’antibiotique renforce 
l’hypothèse selon laquelle le microbiote intestinal est un important facteur dans 
l’établissement d’un système immunitaire apte à réagir contre une tumeur. 
1.6.3 L’étude du microbiome tumoral dans le cancer 
Bien qu’il soit maintenant assez évident que les bactéries intestinales peuvent jouer un 
rôle dans l’établissement du cancer et de la réponse anti-tumorale, qu’en est-il des bactéries 
qui se rendent dans les tumeurs? Le fait que des bactéries puissent se retrouver directement 
dans les tumeurs est un concept très récent et il existe des technologies pour tenter de détecter 
des pathogènes dans des échantillons d’ADN de tumeurs, qu’ils soient viraux, bactériens ou 
d’un autre type [204]. Toutefois, l’étude du microbiote tumoral en tant qu’entité propre à la 
tumeur est à ses débuts et a, pour l’instant, principalement été étudié dans le cancer colorectal, 
probablement encore une fois en raison de la proximité entre ces tumeurs et les bactéries. Le 
fait que des différences peuvent être observées dans le microbiote de la muqueuse intestinale 
entre des patients atteints du cancer colorectal et des individus sains a probablement aussi 
participé à encourager la recherche sur les bactéries tumorales [205]. Ainsi, quelques études 
ont montré que le microbiote tumoral de patients atteints du cancer colorectal était différent de 
ce que l’on retrouve dans la muqueuse intestinale adjacente à la tumeur ou saine [206-208]. 
Elles ont aussi montré qu’il pouvait varier en fonction de la localisation dans l’intestin ou de la 
provenance de la cohorte et que certaines espèces bactériennes pouvaient être sur- ou sous-
représentées. Il a été proposé que certaines bactéries tumorales, dites conductrices, pourraient 
directement induire la carcinogénèse, ce qui permettrait à d’autres bactéries, dites passagères, 
de profiter de l’environnement tumoral [209] . Ces bactéries passagères pourraient exercer un 
rôle dans le maintien ou l’altération de la tumeur. Ainsi, la présence de certaines bactéries 
dans la tumeur pourrait nuire à la réponse immunitaire anti-tumorale. Par exemple, il a été 
montré que la bactérie Fusobacterium nucleatum était présente en plus grande quantité 
directement dans les adénomes menant au cancer colorectal de patients, ainsi que dans la 
muqueuse intestinale d’autres patients ayant ce type de cancer [187, 205]. Le mode d’action 
intratumoral de cette bactérie constitue en la production de la leptine Fap2 qui, suite à sa 
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liaison avec le point de contrôle immunitaire TIGIT, bloque la réponse cytotoxique des 
cellules NK et lymphocytes T envers la tumeur [210, 211]. Voilà donc un exemple démontrant 
que les bactéries peuvent moduler la réponse immunitaire lorsqu’elles se retrouvent dans la 
tumeur. 
 
Dans le cas des cancers non liés au tube gastro-intestinal, la présence de bactéries dans les 
tumeurs solides est encore très controversée. Toutefois, selon des données non publiées de nos 
collaborateurs, du laboratoire américain de Dr. Jennifer Wargo au MD Anderson Cancer 
Center à Houston au Texas, il y aurait une présence bactérienne dans les tumeurs dans 
plusieurs types de cancers, tel celui du pancréas, du poumon ou du sein. En effet, plusieurs 
genres bactériens ont pu être identifiés par séquençage de l’ADN 16S tumoral et ils ont pu 
mettre au point une technique de quantification bactérienne par qPCR dans 150 ng d’ADN 
tumoral génomique. 
 
D’autre part, trois études ont plus spécifiquement tenté de caractériser le microbiote de 
tumeurs ou de tissus du sein provenant de patients atteints du cancer du sein [212-214]. Une 
première étude a examiné les différences de microbiote entre les tissus normaux adjacents aux 
tumeurs et les tumeurs elles-mêmes, ainsi que des tissus sains [212]. Les chercheurs ont trouvé 
qu’il y avait une quantité moins élevée d’ADN bactérien dans les tumeurs, et qu’il semblait y 
avoir une diminution plus le grade de la tumeur était avancé. La réponse antibactérienne basée 
sur l’évaluation de l’expression génétique était également moins élevée dans la tumeur que 
dans les tissus normaux. De plus, la présence de la bactérie Methylobacterium radiotolerans se 
trouvait être plus importante dans les tissus tumoraux. La deuxième étude portait plus 
spécifiquement sur la comparaison entre le microbiote des tumeurs bénignes et malignes du 
cancer du sein [213]. Un enrichissement en Fusobacterium, Atopobium, Gluconacetobacter, 
Hydrogenophaga et Lactobacillus a été trouvé dans les tumeurs malignes. Cette étude a 
également permis de prouver que le microbiote des tumeurs était distinct de celui du 
microbiote du tissu de peau du sein, en surface de cette peau ou de la bouche. La dernière 
étude se concentrait plutôt sur les différences entre des échantillons de tissu de sein de patients 
atteints de cancer du sein ou d’individus en santé [214]. Dans cette cohorte, les tissus 
provenant de patients cancéreux étaient enrichis en Bacillus, Enterobacteriaceae et 
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Staphylococcus. Selon ces chercheurs, les bactéries retrouvées dans la tumeur ou à proximité 
de celle-ci seraient semblables. Les différences entre les espèces bactériennes trouvées dans 
les trois études pourraient venir du fait que les types de tissus comparés n’étaient pas les 
mêmes. Ainsi, la caractérisation du microbiote des tumeurs de cancer du sein est toujours à ses 
débuts et il n’est pas encore clair quelles espèces bactériennes y sont normalement présentes 
en plus grande quantité. Pour mieux comprendre comment moduler le microbiote tumoral, 
suite à son observation et sa caractérisation, il est primordial de vérifier l’influence du 
microbiome sur les thérapies utilisées dans le traitement du cancer. 
1.7 Les thérapies du cancer et le microbiome 
1.7.1 Le rôle du microbiome dans les traitements contre le cancer 
En plus d’avoir un impact dans l’établissement ou la progression tumorale, le 
microbiote intestinal est également impliqué dans la réponse immunitaire anti-tumorale 
médiée par certains traitements du cancer. Il a d’ailleurs été montré, dans un modèle de 
tumeurs sous-cutanés murin, que l’absence de microbiote intestinal dans les souris GF, ou 
encore la prise orale d’un cocktail de plusieurs antibiotiques, est synonyme d’une moins bonne 
réponse immunitaire suite à l’immunothérapie par le CpG couplée à un anticorps bloquant du 
récepteur de l’IL-10 [215]. Cet effet était notamment associé à la diminution de la production 
de cytokines pro-inflammatoires par les cellules myéloïdes intratumorales. Cette étude a 
également démontré que la production d’espèces réactives à l’oxygène (ROS), nécessaires à 
l’action cytotoxique de la chimiothérapie à l’oxaliplatine, est dépendante d’un microbiote 
intestinal non perturbé par les antibiotiques. Dans une deuxième étude, la réponse 
thérapeutique à la chimiothérapie avec la cyclophosphamide chez la souris était dépendante du 
microbiote intestinal et les tumeurs de souris GF ou traitées avec des antibiotiques contre les 
bactéries de type Gram positif étaient résistantes à ce traitement [216]. Dans ce cas-ci, la 
diminution de la stimulation des Th17 par les bactéries ayant effectué une translocation 
bactérienne à travers la membrane digestive suite à la prise de chimiothérapie était la cause de 
la perte de la réponse immunitaire nécessaire à l’action de la cyclophosphamide. Deux 
récentes études d’importance, menées par les groupes de Zitvogel L. et Gajewski T. F. et 
parues dans la revue Science, ont montré que certaines bactéries intestinales étaient 
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nécessaires à la réponse thérapeutique optimale dans l’immunothérapie par blocage des points 
de contrôle immunitaires CTLA4 et PD-L1 [217, 218]. Il est ainsi maintenant défini que le 
microbiote intestinal peut optimiser et même être nécessaire dans certaines thérapies du 
cancer. D’autre part, les bactéries à l’intérieur des tumeurs pourraient également avoir un 
impact sur les thérapies du cancer, mais ceci reste encore à être étudié dans le futur. Toutefois, 
des bactéries ont déjà été utilisées comme moyen thérapeutique direct ou en combinaison à un 
autre traitement, et ce, dans plusieurs modèles animaux de néoplasie. 
1.7.2 La thérapie bactérienne contre le cancer 
L’idée que les bactéries pourraient être utilisées dans le traitement du cancer n’est pas 
récente. En effet, en 1891, William Coley administrait des bactéries vivantes de type 
Streptococcus à des patients atteints de sarcome des os longs dans le but d’obtenir une 
diminution de la taille des tumeurs [219]. Ensuite, en raison de l’infection parfois mortelle qui 
s’en suivait, il administra plutôt un mélange nommé toxine de Coley, constitué de 
Streptococcus pyogenes et Serratia marcescens, cette fois-ci tuées par la chaleur, et ce 
traitement parvint à guérir près de la moitié des patients à qui il fut administré lors de sa 
carrière [219, 220]. Le travail de Coley est considéré comme l’une des premières formes 
d’immunothérapie en raison de la stimulation immunitaire causée par son traitement, d’où son 
titre populaire de père de l’immunothérapie [219]. D’autre part, l’utilisation de bactéries 
comme adjuvant à la vaccination est également activement sous étude puisqu’elle permet de 
stimuler plus efficacement le système immunitaire contre des pathogènes, et ce même genre de 
concept pourrait être appliqué à la stimulation de la réponse immunitaire anti-tumorale suite à 
un traitement [221]. En effet, une forme de traitement pro-immunitaire du cancer avec les 
bactéries, cette fois-ci toujours utilisée à ce jour pour le cancer de la vessie, est celui 
impliquant le Bacillus Calmette-Guérin (BCG), une forme atténuée de la bactérie 
Mycobacterium Bovis [222]. Bien que le mécanisme exact de son action sur le système 
immunitaire soit toujours discuté, l’analyse de plusieurs études étudiant son efficacité permet 
d’affirmer que cette forme de thérapie est fonctionnelle pour ce type de cancer [222, 223]. 
 
Une autre approche, toujours en développement, est l’utilisation de bactéries ayant le potentiel 
de se répliquer spécifiquement à l’intérieur des tumeurs dans l’espoir que ceci mène à la 
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diminution de la croissance tumorale. En effet, l’utilisation de bactéries anaérobiques qui 
cibleraient la zone hypoxique des tumeurs, tel Bifidobacterium longum, permet le ciblage de la 
tumeur par les bactéries puisque, 168 heures après injection intraveineuse (i.v.), la tumeur est 
le seul emplacement testé où la bactérie est retrouvée [224]. De plus, une étude montréalaise a 
montré qu’il est possible d’utiliser cette caractéristique ainsi que la propriété magnétotactique 
de Magnetococcus marinus pour livrer un médicament en zone tumorale in vivo [225]. Les 
spores de Clostridium novyi atténués, bactéries à anaérobie obligatoire, sont présentement en 
essai clinique de phase I comme traitement de tumeurs solides réfractaires aux traitements, en 
raison de leur effet anti-tumoral observé chez la souris, le lapin, le chien et même chez un 
patient [226]. 
 
Une autre bactérie d’intérêt dans le traitement du cancer est Salmonella Thyphimurium, en 
raison de ses capacités d’invasion et de survie à l’intérieur des cellules, ainsi que du fait 
qu’elle soit à anaérobie facultative [227]. D’ailleurs, son atténuation permet de réduire la taille 
tumorale dans des modèles murins et une souche atténuée, nommée VNP20009, fut utilisée 
dans une étude clinique de traitement du mélanome [227, 228]. Toutefois, dans cette étude 
clinique, bien que l’injection i.v. des bactéries n’aie induit que très peu d’effets secondaires, la 
colonisation des tumeurs humaines n’était pas au point et le traitement était inefficace [228]. 
Toutefois, d’autres modifications de Salmonella Thyphimurium ont été tentées pour augmenter 
son efficacité dans les modèles murins, dont l’induction de la production de flagelline ou 
d’IFN-γ pour mieux stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale [229, 230]. Une autre 
modification, effectuée dans le laboratoire du Dr. Robert Hoffman semble aussi prometteuse 
pour le traitement du cancer. Celle-ci, nommée Salmonella Thyphimurium A1-R, fut 
sélectionnée en raison de sa faible toxicité dans des souris immuno-déficientes et en raison de 
sa forte virulence sur des cellules cancéreuses [231]. Selon ces chercheurs, cette souche 
permet de cibler les tumeurs plus spécifiquement en raison de mutations qui empêchent la 
survie des bactéries en raison d’un manque de nutriments. En effet, ces nutriments seraient 
retrouvés en plus grande abondance dans le microenvironnement tumoral. Le groupe a ainsi 
montré que l’injection de bactéries i.v. ou intratumorale (i.t.) de cette bactérie parvient à 
améliorer la survie et à diminuer la croissance tumorale, avec et/ou sans traitement, dans une 
grande variété de modèles murins, de lignées tumorales humaines et de xénogreffes dérivées 
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de tissus cancéreux de patients, dont le cancer du sein et du colon [232, 233]. De plus, la 
combinaison de cette souche bactérienne avec l’immunothérapie par PD-L1 ou par le transfert 
adoptif de lymphocytes T peut mener à un plus haut taux de rejet tumoral chez la souris [234, 
235]. Outre l’injection directe de bactéries visant les tumeurs pour améliorer la réponse anti-
tumorale, il existe d’autres moyens d’utiliser le microbiome de façon thérapeutique dans 
plusieurs maladies. 
1.7.3 La modulation du microbiome pour traiter le cancer 
Le microbiote intestinal est une cible thérapeutique de choix, notamment en raison de 
la facilité des agents thérapeutiques à l’atteindre via une administration par voie orale, et 
plusieurs moyens sont employés pour tenter de le modifier ou de l’exploiter. D’abord, il est 
possible de le modifier drastiquement en administrant des agents cytotoxiques comme les 
antibiotiques, tel que discuté précédemment, mais ceci peut mener à des complications, 
notamment à l’infection par des pathogènes opportunistes. Une approche plus ciblée 
permettrait de diminuer ces effets secondaires néfastes, par exemple, en utilisant des 
antibiotiques à spectre plus étroit ou des anticorps neutralisant spécifiquement les bactéries 
d’intérêt [236, 237]. D’autre part, il est aussi possible de modifier le microbiome intestinal par 
l’ingestion de bactéries ou de leurs métabolites. En effet, l’utilisation de probiotiques, c’est-à-
dire de bactéries vivantes, est possible dans un objectif de promotion de la présence de 
bactéries commensales non pathogéniques, et est étudiée pour une multitude de conditions 
associées à une dysbiose bactérienne, dont la gastroentérite et le syndrome du côlon irrité 
[238, 239]. L’utilisation de prébiotiques, les métabolites bactériens, permet également de 
modifier le microbiote intestinal chez la souris et l’humain [240, 241]. Une autre façon 
prometteuse de modifier les espèces bactériennes intestinales correspond au transfert fécal 
d’un individu sain vers un individu malade. Effectivement, cette technique a été utilisée dans 
le traitement de l’infection à Clostridium difficile et pourrait l’être éventuellement dans 
d’autres conditions médicales comme les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 
[242, 243]. 
 
Ainsi, il est intéressant de croire que changer le microbiote intestinal selon l’une ou l’autre de 
ces méthodes pourrait optimiser le rôle du microbiote intestinal pour la stimulation du système 
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immunitaire dans le cancer. D’ailleurs, un groupe a également montré que des souris ayant le 
même bagage génétique, mais provenant de deux fournisseurs différents, avaient une réponse 
anti-tumorale basale différente et que celle-ci pouvait être rétablie par le transfert fécal ou la 
cohabitation des souris dans une même cage [217]. D’autre part, la modulation du microbiote 
intestinal pourrait également mener à une meilleure efficacité des traitements en 
immunothérapie, en raison de l’étroite relation entre le microbiome et le système immunitaire 
[244]. Bien qu’il soit faisable de modifier le microbiote intestinal, il est intéressant de croire 
qu’il serait possible, dans un futur rapproché, de modifier directement le microbiome tumoral, 
soit en privilégiant la présence de bactéries associées à une meilleure réponse immunitaire 
anti-tumorale, ou en éliminant les bactéries néfastes. Toutefois, avant d’arriver à utiliser le 
potentiel du microbiote tumoral, il demeure important de savoir caractériser cette présence de 





Chapitre 2. Hypothèse et objectifs 
2.1 Hypothèse du projet 
Bien que la croyance populaire suggère qu’une grande partie des tissus est stérile et  
d’autant plus qu’un nombre très restreint d’études ont tenté de la caractériser, la présence 
bactérienne à l’intérieur des tumeurs est possible. D’ailleurs elle est détectée dans les tumeurs 
du cancer colorectal, mais aussi dans des tumeurs éloignées du tube digestif, comme dans le 
cas du cancer du sein, tel que montré par quelques études ainsi que par les données non 
publiées de nos collaborateurs. De plus, il est clair que la réponse immunitaire anti-tumorale 
basale ou médiée par un traitement peut être influencée favorablement ou non par le 
microbiome. En effet, les bactéries influencent positivement et négativement l’immunité par 
de multiples récepteurs présents dans plusieurs types cellulaires. 
 
Ainsi, ces démonstrations nous amènent à émettre l’hypothèse qu’il existe bel et bien un 
microbiote tumoral dans le cancer du sein et que la présence de ces bactéries peut jouer un rôle 
dans la progression de cette maladie chez l’homme en présence ou non de traitements. Nous 
suggérons que les bactéries à l’intérieur des tumeurs peuvent exercer une influence importante 
sur le système immunitaire et mener à l’amélioration ou à l’altération de la réponse anti-
tumorale, tout dépendant de la charge et des espèces bactériennes présentes. 
2.2 Objectifs du projet 
Le premier objectif est de quantifier la charge d’ADN bactérien à partir d’échantillons 
d’ADN génomique, tout en s’assurant que notre méthode soit fiable et précise. Suite à la mise 
en place de cette technique, le deuxième objectif est d’évaluer la présence d’ADN bactérien 
dans l’ADN de tumeurs de cancer du sein. Dans le cas où cette présence bactérienne serait 
confirmée, l’identification des types de bactéries présents sera également explorée. Le 
troisième objectif est de vérifier l’influence des bactéries tumorales sur la réponse immunitaire 
anti-tumorale en associant nos résultats avec les données cliniques des patients de l’étude, de 
même qu’avec l’importance de l’infiltration immunitaire. 
 
 
Chapitre 3. Matériel et méthodes 
3.1 Provenance des échantillons et considérations éthiques 
Les échantillons tumoraux proviennent de la banque de tissus du cancer du sein du 
Réseau de recherche sur le cancer du Fonds de recherche du Québec ‒ Santé (FRQ -S) et de la 
Fondation du cancer du sein du Québec (FCSQ), gérée par le laboratoire du Dr. Réjean 
Lapointe au Centre de recherche du CHUM (CRCHUM). Les tumeurs sont issues de patients 
atteints du cancer du sein qui ont été opérés à l’Hôpital Notre-Dame ou à l’Hôtel-Dieu du 
Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM). Suite au retrait de la tumeur par le 
chirurgien, celle-ci est envoyée vers le département de pathologie, puis les marges sont 
colorées avec de l’encre pour usage interne. Une tranche de la tumeur est donnée pour la 
recherche et placée dans un tube stérile. Suite à leur transport sur glace, les tumeurs sont 
découpées en plusieurs morceaux et sont placées dans une solution permettant leur 
conservation à long terme, le RNAlater® (Sigma-Aldrich Co. LLC). Ces échantillons sont 
ensuite congelés à -80C jusqu’à leur utilisation. L’utilisation de ces échantillons de cette 
banque à des fins de recherche est approuvée par le comité d’éthique de la recherche du 
CHUM par le numéro de projet suivant 2005-1893, BD 04.002 – BSP. 
3.2 Culture et manipulation des bactéries 
Toutes les manipulations qui incluent des bactéries se font en suivant les méthodes 
microbiologiques classiques (matériel stérile, travail sous la flamme, etc.). Des Escherichia 
coli, spécifiquement les One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermo Fisher 
Scientific Inc.), sont utilisées comme souche bactérienne de référence pour toutes les 
expériences impliquant des bactéries. Celles-ci sont préalablement congelées à -80C dans une 
solution de glycérol 50% et d’eau de grade moléculaire (WISENT, Inc.), puis sont inoculées 
dans 5 ml de milieu LB pré-stérilisé à l’autoclave (composition : eau double-distillée, bio-
tryptone à 10 mg / ml, extrait de levure à 5 mg / ml et sel à 10 mg / ml) et incubées à 37C 
avec agitation pendant une nuit avant d’être utilisées dans les expériences. Le jour de 
l’expérience, ces bactéries sont diluées à 1:200 dans un plus grand volume de milieu LB, puis 
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incubées à 37C avec agitation jusqu’à l’atteinte de la croissance bactérienne cible. La 
vérification de la croissance bactérienne se fait par la mesure de la densité optique (D.O.) à 
600 nm à partir de 1 ml de suspension bactérienne, vérifiée par spectrophotométrie par 
l’appareil Ultraspec 2100 Pro UV/Visible (GE Healthcare). 
 
Pour le compte des unités formant colonie (UFC), des dilutions de suspensions bactériennes 
d’E. coli sont effectuées dans du milieu LB, à différentes densité optiques, puis sont étalées 
sur des géloses comprenant du LB-agar pré-stérilisé à l’autoclave (composition : milieu LB et 
agar à 15 mg / ml). L’étalement des bactéries se fait à l’aide d’un râteau en métal, stérilisé à 
l’éthanol et à la flamme, ou par les billes ColiRollers™ Plating Beads (EMD Millipore 
Corporation), pré-stérilisées à l’autoclave suite à leur désinfection dans l’éthanol. Suite à 
l’incubation à 37C des géloses contenant les bactéries pendant la nuit, les UFC sont 
comptées, puis le nombre correspondant à 1 ml de suspension bactérienne non diluée est 
calculé. Lorsque des bactéries sont requises pour une extraction d’ADN, des échantillons de 7 
ou 10 ml sont prélevés des suspensions bactériennes, à différentes densités optiques, et 
centrifugés à 3800 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant est retiré partiellement et le culot 
est transféré dans un tube de 1,5 ml. Une deuxième centrifugation à 8000 rpm est effectuée, et, 
suite au retrait total du surnageant, le culot de bactéries est directement congelé à -20C 
jusqu’à l’extraction d’ADN ultérieure. 
3.3 Extraction de l’ADN de suspensions bactériennes ou 
d’échantillons de tumeurs 
Toutes les manipulations impliquant l’ADN sont effectuées avec des embouts de 
pipette avec filtre dans le but de prévenir la contamination des échantillons avec de l’ADN 
bactérien par l’air. L’extraction d’ADN des culots bactériens ou des morceaux de tumeurs est 
effectuée avec la trousse UltraClean Tissue and Cell DNA Isolation kit (MO BIO 
Laboratories, Inc.). Des modifications au protocole de base ont été apportées et sont basées sur 
des données non publiées de nos collaborateurs du MD Anderson Cancer Center. En bref, 
suite à l’ajout de la solution de protéinase K et de la solution de lyse TD1 aux échantillons 
dans les tubes d’agitation par billes, les échantillons sont agités sur un adaptateur de vortex 
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pour tube de 2 ml pour le Vortex-Genie® 2 (MO BIO Laboratories, Inc.) pendant 10 minutes à 
vitesse maximale. Cette étape est suivie d’une incubation à 60C pendant 30 minutes, pour 
ensuite continuer avec une deuxième période d’agitation sur vortex pendant 5 minutes. Par la 
suite, l’ADN est transféré dans la colonne d’extraction et le reste de la manipulation 
correspond aux indications du manufacturier. Aussi, dans le but d’obtenir le maximum 
d’ADN, l’étape d’élution est effectuée dans trois tubes de 1,5 ml de type BIOPUR (Eppendorf 
AG.), en série, dans respectivement 100, 50 et 50 μl d’eau de grade moléculaire. Les 
échantillons d’ADN sont congelés à -20C jusqu’à leur utilisation. Les tumeurs décongelées 
sont pesées, préalablement à l’extraction d’ADN, puis coupées avec un scalpel stérile jetable 
en morceaux plus petits selon le poids et ceux-ci sont repesés. Les morceaux non utilisés sont 
recongelés dans le tube de départ contenant du RNAlater®. Par souci de prévention de 
contamination des échantillons, toutes les solutions utilisées pendant l’extraction sont 
préparées à l’avance dans un poste de travail pour acides nucléiques de type Clone Zone® 
avec filtre HEPA, préalablement stérilisé aux rayons ultra-violets (UV) pendant 20 minutes. 
De plus, les tubes utilisés lors de l’extraction sont préparés et stérilisés de la même façon et les 
manipulations se font stérilement sous une enceinte de sécurité biologique de classe II. 
Toutefois, lorsque la manipulation implique des bactéries, les manipulations s’effectuent non 
stérilement en raison du risque de contamination bactérienne des postes de travail communs. 
Ainsi, lorsque mentionné, 100 μl de LB seul ou contenant un nombre estimé de bactéries est 
ajouté aux échantillons juste avant l’étape d’agitation par billes. La quantité d’ADN est 
mesurée par spectrophotométrie avec l’appareil NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher 
Scientific Inc.). La pureté et la présence de contaminants dans l’échantillon d’ADN est établie 
par cette mesure aux ratios de longueurs d’ondes de 260/280 et 260/230. 
3.4 Quantification de l’ADN bactérien par qPCR 
Chaque point de la courbe standard comprend une quantité prédéterminée d’ADN 
bactérien préalablement extrait lors des manipulations avec E. coli. L’ADN bactérien est dilué 
dans l’eau de grade moléculaire. Chaque puits de la courbe standard d’ADN bactérien et du 
contrôle d’ADN humain comprend 150 ng d'ADN humain mâle (Promega Corporation). 
L’ADN des échantillons est testé par qPCR en utilisant 150 ng dans chaque puits. Le contrôle 
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négatif est de l’eau de grade moléculaire sans ajout d’ADN. Tous les puits sont au moins 
effectués en triplicatas. La qPCR est effectuée avec le mélange pour qPCR KAPA SYBR Fast 
qPCR Master Mix 2X (KAPA Biosystems), en utilisant un mélange d’amorces ciblant la 
région V6 de l’ADN 16S des bactéries. Les amorces décrites au Tableau SI, en Annexe, sont 
basées sur une pré-sélection effectuée par nos collaborateurs au MD Anderson Cancer Center. 
La réaction est effectuée dans 20 μl au total, incluant 10 μl de mélange pour qPCR, 0,2 μl de 
chacune des amorces pré-diluées à 10 μM, ainsi que 9 μl d’ADN à tester. La préparation des 
réactifs nécessaires au PCR se fait dans un poste de travail de type Clone Zone ® avec filtre 
HEPA, pré-stérilisé aux UV. L’ADN est ensuite ajouté sur un poste de travail dédié pour cette 
manipulation. Les qPCR sont effectuées sur un thermocycleur de type Step One Plus TM Real 
Time PCR System (Applied Biosystems). Suite à une dénaturation et une activation initiale de 
l’enzyme de 3 minutes à 95°C, 40 cycles de 3 secondes à 95°C (dénaturation) et de 20 
secondes à 60°C (élongation) sont effectués. Ensuite, la température de fusion des produits est 
déterminée par une analyse de courbe de fusion préprogrammée. La quantité d’ADN bactérien 
présent dans chaque échantillon selon le cycle du seuil (Ct) obtenu est établie par la relation 
logarithmique obtenue par la courbe standard d’ADN bactérien dans chaque expérience. Avec 
cette quantité d’ADN calculée, il est possible d’utiliser l’équivalence bactérienne basée sur la 
bactérie E. coli, pour établir le nombre d’équivalents bactériens de chaque puits de qPCR. 
3.5 Statistiques 
Les analyses statistiques sont effectuées avec le programme R (R Foundation) et le 
logiciel Graphpad Prism 6® (GraphPad Sowftware, Inc.). Les équivalents bactériens étant 
obtenus et présenté sous forme logarithmique, ceux-ci ont été transformés en valeurs 
logarithmiques avant d’être analysés statistiquement. Le test t de Student est utilisé lors de 
l’analyse des différences entre deux groupes. L’analyse statistique des corrélations est faite par 
la régression linéaire avec le coefficient de Pearson. Pour les analyses de survie, le test log-
rank, connu sous le nom de Mantel–Cox, est utilisé. Finalement, l’analyse statistique des 
tableaux est effectuée par un test t de Student pour les variables continues et par un test χ2 pour 
les variables catégoriques. Les valeurs p plus petites que 0,05 sont considérées significatives. 
Les symboles *, ** et *** représentent respectivement une valeur p <0,05, <0,01 et <0,001.
 
 
Chapitre 4. Résultats 
4.1 Établissement de l’équivalence bactérienne nécessaire à la 
quantification des bactéries dans un échantillon d’ADN 
Dans le but d’établir une équivalence bactérienne de référence pour la quantification 
des bactéries par qPCR dans les échantillons d’ADN génomique, la première étape était la 
vérification expérimentale du nombre de bactéries retrouvées dans une quantité d’ADN 
bactérien donnée. Pour ce faire, des bactéries E. coli ont été mises en culture et des dilutions 
ont été comptées à partir des suspensions à plusieurs densités optiques (D.O.) (Figure 3A). La 
forte relation linéaire (R2 = 0,85) trouvée entre la D.O. et le nombre d’unités formant colonie 
(UFC) par ml permet l’utilisation de la formule pour faire l’approximation du nombre de 
bactéries présentes dans une suspension bactérienne à D.O. connue. 
 
Figure 3. La quantité d’ADN totale extraite d’une suspension de E. coli est 
proportionnelle au nombre de bactéries présentes. 
A. Des suspensions bactériennes de E. coli cultivées dans du milieu LB sont réalisées et des prélèvements sont 
effectués à différentes densités optiques (D.O.). Des dilutions de ces prélèvements effectuées en triplicata sont 
étalées sur des géloses LB. Les unités  formant colonie (UFC) sont comptées, puis le nombre correspondant à 1 ml 
de suspension bactérienne est calculé. La moyenne et l’erreur standard obtenue à partir des trois dilutions 
utilisées pour chaque D.O. sont représentées. B. Suite à la congélation de culots bactériens provenant des 
suspensions bactériennes à différentes D.O., l’ADN est extrait et quantifié. Le nombre estimé de bactéries dans 
les échantillons est basé sur la régression linéaire entre le nombre d’UFC / ml et la D.O. Chaque point représente 




Par la suite, pour déterminer le nombre approximatif de bactéries contenues dans un 
échantillon d’ADN bactérien, des extractions d’ADN ont été réalisées en utilisant des 
échantillons de suspensions bactériennes dont le nombre de bactéries était déterminé (Figure 
3B) à l’aide de la D.O. La quantité totale d’ADN extraite des échantillons bactériens est 
proportionnelle à la quantité approximative de bactéries et elle suit une relation linéaire (R2 = 
0,85). Cette linéarité permet d’estimer mathématiquement la quantité d’ADN d’E. coli que 
représente une seule de ces bactéries. En inversant les axes du graphique et en suivant cette 
même relation, il est possible d’obtenir le nombre d’E. coli associé à une quantité définie de 
son ADN. Dans ce cas-ci, 1 pg d’ADN issu de cette bactérie correspond à approximativement 
200 bactéries E. coli. C’est avec cette équivalence bactérienne, basée sur E. coli, que les 
quantités d’ADN bactérien seront transposées en nombre de bactéries (équivalents bactériens) 
dans les prochaines figures. Ainsi, c’est ce nombre approximatif d’E. coli par pg d’ADN qui 
détermine les équivalents bactériens de la courbe standard utilisée pour la méthode de 
quantification bactérienne par qPCR (Tableau SII). 
4.2 La méthode de détection des bactéries par qPCR est 
fonctionnelle, précise et reproductible 
Pour s’assurer de la fiabilité de la détection de l’ADN 16S bactérien par qPCR, une 
courbe standard comprenant dans chaque puits 150 ng d’ADN humain et une quantité 
déterminée d’ADN bactérien a été testée plusieurs fois. Un exemple représentatif illustrant la 
relation entre le seuil de cycle de la qPCR et la quantité d’ADN bactérien dans les puits de la 
courbe standard est présenté à la Figure 4. Le cycle du seuil représente le cycle d’amplification 
à partir duquel l’ADN ciblé est distinguable par le thermocycleur. Cette relation est dans ce 
cas presque parfaitement logarithmique (R2 = 0,998) et permet ainsi la quantification fiable 
des équivalents bactériens. De plus, les sept points de la courbe standard sont au-dessus de la 
limite de détection représentée par l’ADN humain seul (témoin). Le seuil de cycle exact 
variant entre les plaques de qPCR (non montré), il a été nécessaire de placer la courbe 
standard dans chacune des plaques contenant des échantillons à tester. Ceci pourrait être dû à 
un manque de calibration de l’appareil ou une opacité qui varie entre les plaques de PCR et 





Figure 4. La relation entre le cycle du seuil par qPCR et la quantité d’ADN 
bactérien de la courbe standard est logarithmique. 
La qPCR est effectuée en utilisant des amorces ciblant l’ADN 16S. Les standards d’ADN bactérien et le témoin 
comprennent 150 ng d'ADN humain. Les standards d’ADN bactériens comprennent également la quantité 
d’ADN d’E. coli indiquée dans le Tableau SII. Les moyennes et erreurs s tandards des triplicatas d’une qPCR 
représentative sont présentées. 
 
Par la suite, il était primordial de tester si la méthode de détection d’équivalents bactériens 
était fonctionnelle en la testant avec de l’ADN provenant d’une tumeur, et ce, avec ou sans 
ajout d’ADN bactérien (Figure 5). Une tumeur d’un patient atteint du cancer du sein a ainsi été 
soumise à une extraction d'ADN et au test de détection par qPCR. Lors de ce dernier, des 
dilutions prédéterminées d’ADN bactérien furent ajoutées à 150 ng d’ADN de la tumeur. De 
l’échantillon le plus concentré en ADN bactérien (TB1) jusqu’à celui correspondant 
approximativement au seuil de détection (TB9), le nombre d’équivalents bactériens ajouté par 
puits et celui qui est détecté sont très similaires. Les échantillons contenant des dilutions 
d’ADN bactériens équivalentes à moins que la limite de détection (TB10 à TB13) sont aussi 




entre la quantité ajoutée et détectée n’est pas significative. Ceci démontre que la technique de 
détection de l’ADN bactérien est sensible et permet de détecter jusqu’à une dizaine 
d’équivalents bactériens dans un contexte d’ADN tumoral. 
 
Figure 5. La détection d’ADN bactérien dans l’ADN tumoral par qPCR est sensible 
jusqu’à la limite de détection. 
L’ADN extrait d’un fragment de tumeur (ADN de tumeur seul, 150 ng) est combiné à différentes quantités 
d’ADN d’E. coli (TB1 à TB13) et testé par qPCR avec les amorces pour l’ADN 16S. La quantité d’ADN 
bactérien ajouté à TB1 correspond à 16 384 équivalents bactériens et TB13 contient celle correspondant à 1. Des 
dilutions 1:4 ont été effectuées de TB1 à TB3, puis des dilutions 1:2 ont suivi de TB3 à TB13. Le nombre 
d’équivalents bactériens est calculé par la relation logarithmique de la courbe standard de l’expérience (Tableau 
SII). Les moyennes et erreurs standards des puits de qPCR en triplicatas sont montrées. L’analyse statistique 
n’inclut pas les trois contrôles. 
 
Pour continuer, il était nécessaire de valider si la méthode de détection par qPCR nous 
permettait de faire la différence entre l’ADN provenant d’une tumeur avec ou sans présence 
bactérienne artificielle. Pour ce faire, l’extraction de l’ADN de plusieurs fragments de deux 
tumeurs (#1, #2) a été effectuée et, dans certains cas, un nombre précis de bactéries y a été 
ajouté. L’ADN provenant de cette extraction a ensuite été testé par qPCR (Figure 6A). Les 




l’ajout de milieu LB sans bactéries avant l’extraction. En présence de bactéries (B1, B2), les 
échantillons d’ADN sont grandement détectables en ADN bactérien (plus de 30 équivalents 
bactériens par 150 ng d’ADN). Ainsi, il est possible de détecter la présence d’ADN bactérien 
dans l’ADN tumoral suite à l’ajout de bactéries lorsque l’ADN de tumeur seul se trouve sous 
la limite de détection en équivalents bactériens. Aussi, l’approximation du nombre 
d’équivalents bactériens par fragment (Figure 6B) n’est pas significativement différente de la 
quantité de bactéries ajoutée aux fragments. En effet, la quantification totale des bactéries 
ajoutées au fragment avant l’extraction est donc possible. 
 
Figure 6. La technique de détection d’ADN bactérien par qPCR permet de détecter 
et de quantifier l’ajout de bactéries à des fragments tumoraux. 
L’ADN est extrait de fragments de deux tumeurs (#1, #2). Avant l’extraction, 100 μl de milieu LB contenant des 
bactéries (B1, B2) ou non (LB) est ajouté au fragment. Les dilutions pour arriver au nombre d’équivalents 
bactériens ajoutés (10 000 pour B1 et 5 000 pour B2) sont basées sur la D.O. de la suspension bactérienne d’E. 
coli en culture utilisée (Figure 3A). A. 150 ng d’ADN extrait est testé par qPCR avec les amorces pour l’ADN 
16S en triplicata et le nombre d’équivalents bactériens est calculé par la relation logarithmique de la courbe 
standard de l’expérience (Tableau SII). B. Le nombre d’équivalents bactériens / 150 ng est transposé en 
équivalents bactériens / fragment en utilisant la quantité totale d’ADN extrait du fragment. Le nombre obtenu 
pour la même tumeur en présence de LB sans bactéries est soustrait du résultat lors de l’ajout de bactéries (retrait 




Une vérification supplémentaire de la technique de détection d’ADN bactérien par qPCR était 
la reproductibilité de la méthode entre deux plaques pour les mêmes échantillons. Pour ce faire 
des extraits d’ADN d’échantillons de tumeurs (150 ng par échantillon) été testé en triplicata 
sur deux plaques de qPCR. Par la suite, le calcul des équivalents bactériens à l’aide des 
courbes de standards de chaque expérience a été effectué (Figure 7). Le profil des deux 
plaques est tout à fait similaire, car la moyenne des triplicatas de l’ADN de chaque tumeur est 
pratiquement la même, ce qui montre que la méthode de détection d’équivalents bactériens 
dans l’ADN tumoral est reproductible. De plus, les erreurs standards sont relativement faibles, 
ce qui laisse croire que la méthode est robuste. 
 
Figure 7. La technique de détection de l’ADN bactérien par qPCR est reproductible. 
L’ADN extrait de tumeurs de cancer du sein (150 ng) est testé par qPCR avec les sondes pour l’ADN 16S 
bactérien. Deux expériences de qPCR testant les mêmes échantillons d’ADN sont représentées côte-à-côte. Le 
nombre d’équivalents bactériens est calculé par la relation logarithmique de la courbe standard de chaque 




4.3 Les patients peuvent être classés selon la moyenne en 
équivalents bactériens des échantillons d’ADN issus de fragments 
de leur tumeur 
Puisque la méthode de détection des équivalents bactériens dans l’ADN tumoral par 
qPCR était fiable, la prochaine étape fut de tester l’ADN de plusieurs fragments de tumeurs de 
patients atteints du cancer du sein. Ceci a été réalisé dans l’objectif d’associer la quantification 
de la présence bactérienne tumorale aux données cliniques des patients de la cohorte étudiée. 
Les données cliniques des 86 patients sont rassemblées dans le Tableau SIII. La majorité des 
patients sont des femmes (un seul homme), ont subi une mastectomie partielle et étaient 
atteints d’une tumeur de type carcinome canalaire infiltrant. La moyenne d’années de suivi est 
d’environ 5 ans et de 20 à 25% des patients ont développé des métastases et/ou sont décédés. 
Au moins 10 patients sont classés dans chaque sous-type de cancer du sein, sauf pour HER2+ 
qui en contient 6. Les critères de classification exacts des sous-types sont montrés dans le 
Tableau SIV. Selon ces données cliniques, la cohorte contient un bon nombre de patients qui 
sont répartis dans plusieurs sous-catégories cliniques, ce qui pourrait augmenter la possibilité 
de trouver une différence significative en associant ces groupes avec la quantification des 
bactéries tumorales. 
 
Pour ce qui est du test des échantillons d’ADN issus de ces patients, un à trois fragments par 
tumeur ont été utilisés. Les patients ont ensuite été ordonnés selon la moyenne d’équivalents 
bactériens des fragments d’une même tumeur (Figure 8). Les patients ont subséquemment été 
classés dans la catégorie «Détectable» si cette moyenne était supérieure ou égale au seuil de 
détection de la technique de qPCR, représenté par l’ADN témoin de provenance commerciale. 
Le seuil de détection correspond à la moyenne du nombre d’équivalents bactériens par 150 ng 
d’ADN obtenu pour l’ADN témoin contenu dans toutes les expériences de qPCR. Par 
coïncidence, les deux catégories comprennent le même nombre de patients. Quelques tumeurs 
ont des fragments dans les deux catégories, mais seule la moyenne importe dans cette 
classification. Ceci pourrait témoigner de l’hétérogénéité à l’intérieur de la tumeur en matière 




l’une ou l’autre des catégories. Cette classification représente une manière de prendre en 
compte tous les fragments et l’hétérogénéité possible, ce qui permet une vue d’ensemble de la 
tumeur. 
 
Pour vérifier l’influence du poids et de la quantité d’ADN extrait des fragments de tumeur sur 
la classification, des analyses supplémentaires ont été réalisées (Figure S1). Le poids des 
fragments utilisés n’est pas significativement différent entre les deux groupes, mais la quantité 
d’ADN extrait du fragment l’est, ce qui pourrait indiquer qu’elle influence la classification. 
Cette influence sur la classification se traduirait par une capacité réduite de détection de 
l’ADN bactérien au qPCR lorsque l’ADN tumoral extrait doit être dilué dans un trop grand 
volume d’eau. D’autre part, pour le groupe de fragments classés comme «Détectable», il n’y a 
pas de relation linéaire significative entre ces trois paramètres : la quantité d’ADN extrait, le 
poids du fragment ou le nombre d’équivalents bactériens par 150 ng d’ADN mesuré par la 
technique de qPCR. Ainsi, ces analyses indiquent que la quantité d’ADN extrait ou le poids 
n’influence pas de manière proportionnelle les résultats de la méthode de quantification, mais 






Figure 8. Classification des patients selon le nombre d’équivalents bactériens détectés dans les fragments tumoraux. 
L’ADN d’échantillons de fragments de tumeurs de cancer du sein (150 ng) est testé par qPCR avec les amorces pour l’ADN 16S bactérien. L’équivalence 
bactérienne est établie par la relation logarithmique obtenue par la courbe standard d’ADN bactérien de chaque expérience. Chaque point correspond à la 
moyenne et l’écart type des triplicatas issus d’un fragment testé à une ou deux reprises. L’ordre des patients suit la moyenne (en ro uge) d’un à trois fragments 
testés issus d’une même tumeur. Les fragments 1, 2 et 3 sont respectivement de couleur bleu, mauve ou o range. La limite de détection de la technique de 




4.4 L’ADN extrait du tissu normal adjacent à la tumeur est plus 
concentré en équivalents bactériens que la tumeur 
Nous avons évalué l’ADN de tissu adjacent à la tumeur avec notre technique afin de 
déterminer la présence d’équivalents bactériens. En raison de la difficulté d’extraction d’ADN 
(Figure S2), probablement dû à la présence de lipides dans ces tissus, seulement six de ces 
tissus normaux ont été testés. En effet, il a fallu prendre des fragments plus volumineux pour 
parvenir à une quantité d’ADN relativement faible. Toutefois, nous avons pu obtenir assez 
d’ADN pour tester ces échantillons avec notre technique de qPCR utilisant les amorces pour 
l’ADN 16S (Figure 9). Ceci fait en sorte qu’il y a très peu de tissus normaux adjacents dans 
notre analyse comparativement au nombre de tumeurs. Malgré cela, il y a une différence 
significative en comparant la totalité des fragments de tumeurs avec les tissus normaux 
adjacents aux tumeurs (Figure 9A). De plus, une augmentation significative est retrouvée dans 
les tissus normaux comparativement aux tumeurs provenant des mêmes patients (Figure 9B). 
Également, les patients 808, 913, 928 et 996 ont leur tumeur sous le seuil de détection, 
représenté par l’ADN témoin, alors que leur tissu normal est au-dessus du seuil. Ceci suggère 






Figure 9. Le nombre d’équivalents bactériens détecté est plus élevé dans le tissu 
normal adjacent que dans la tumeur d’un même patient. 
L’ADN d’échantillons de fragments de tumeurs ou de tissus normaux adjacent s à la tumeur de cancer du sein 
(150 ng) est testé par qPCR avec les amorces pour l’ADN 16S. L’équivalence bactérienne est établie par la 
relation logarithmique obtenue par la courbe standard d’ADN bactérien de chaque expérience. A. Représentation 
de la moyenne des triplicatas de chaque fragment testé peu importe leur tumeur d’origine. La moyenne de tous 




 percentile y est juxtaposé. Pour 
les contrôles d’ADN témoin et sans ADN, chaque point représente la moyenne d’une plaque de qPCR où des 
fragments de tumeurs ont été testés. B. Représentation de la moyenne et de l’erreur standard des triplicatas des 





4.5 La classification selon la détection d’équivalents bactériens par 
qPCR permet de différencier les patients selon certains 
paramètres cliniques 
Tableau II. Caractéristiques cliniques des patients de l’étude selon la détection 











n 42 (100) 42 (100) 
 
84 (100) 
Âge au diagnostic, moyenne (Années) ± SD 63 ± 15 58 ± 12 ns 61 ± 14 





























Autre 0 (0) 9 (21) 
 
9 (11) 
Taille moyenne de la tumeur (mm) ± SD 30 ± 21 26 ± 16 ns 28 ± 19 

























Triple négatif 13 (31) 11 (26) 
 
24 (29) 

















Manquant 2 (5) 1 (2) 
 
3 (4) 

















    
 
Chimiothérapie néo-adjuvante 3 (7) 3 (7) ns 6 (7) 
 
Chimiothérapie adjuvante 20 (48) 28 (67) ns 48 (57) 
 
Hormonothérapie néo-adjuvante 6 (14) 0 (0) 0,01102 6 (7) 
 
Hormonothérapie adjuvante 19 (45) 30 (71) 0,01491 49 (58) 
 
Radiothérapie néo-adjuvante  2 (5) 0 (0) ns 2 (2) 
 
Radiothérapie adjuvante  26 (62) 32 (76) ns 58 (69) 
Métastases 16 (38) 3 (7) 0,0006979 19 (23) 
Années de suivi, moyenne (Années) ± SD 4,8 ± 3,0 5,0 ± 2,3 ns 4,9 ± 2,7 
Survie, moyenne (mois) ± SD 63 ± 35 65 ± 27 ns  63 ± 31 
Décès 12 (29) 4 (10) 0,02622 16 (19) 




Pour associer la quantification bactérienne dans l’ADN tumoral aux données cliniques, 
les patients ont été classifiés en deux groupes de la même façon qu’à la Figure 8: indétectable 
ou détectable (Tableau II). D’ailleurs, pour les figures de survie suivantes et ce tableau, deux 
patients ont été retirés en raison d’une classification erronée en tant que cancer du sein ainsi 
qu’en raison d’un décès dû à une autre maladie que le cancer du sein ou métastatique. Les 
patients dont la cause exacte du décès n’était pas indiquée ont été conservés. De nombreux 
paramètres cliniques ne comportent pas de différence significative entre les deux groupes, tel 
l’âge, les antécédents familiaux de cancer, la taille de la tumeur, le stade ou le sous-type du 
cancer. Toutefois, des différences significatives dans le type de comorbidités associées au 
cancer, le grade et l’hormonothérapie néo-adjuvante ou adjuvante sont observées. De plus, 
dans le groupe «Indétectable», davantage de patients ont développé des métastases et un 
nombre plus élevé de décès est retrouvé. Ainsi, il est possible d’observer des différences dans 
les données cliniques des patients selon notre système de classification. 
 
Le nombre plus élevé de décès dans le groupe «Indétectable» nous a encouragés à vérifier les 
courbes de survie des deux groupes (Figure 10). L’analyse statistique Mantel–Cox démontre 
une différence significative entre les deux groupes avec un ratio de risque de 2,86 [Intervalle 
de confiance à 95% :1,07-7,65]. Ceci suggère que la classification basée sur la détection 
d’équivalents bactériens par qPCR pourrait être utilisée pour différencier les patients à plus 
haut risque de décès puisque les patients du groupe «Indétectable» ont une survie globale plus 
faible, et ce, indépendamment des autres paramètres cliniques. 
 
Figure 10. Les patients ayant une tumeur classée comme «détectable» en équivalents 
bactériens ont une meilleure survie. 
La courbe de survie des patients est représentée en suivant le classement détectable/indétectable en équivalents 




4.6 Le système de classification par équivalents bactériens peut 
accentuer certains paramètres associés à la survie 
L’association entre la survie des patients et notre système de classification nous a 
poussés à sous-stratifier les patients sur la base de certains paramètres classiquement associés 
à la survie. La survie selon la classification par équivalents bactériens a ainsi été analysée en 
stratifiant les patients selon le stade TNM et le grade de Nottingham (Figure 11), ainsi que 
selon le sous-type de cancer du sein de leur tumeur (Figure 12). 
 
Figure 11. La différence pronostique en lien avec les équivalents bactériens dans la 
tumeur semble être reliée à un stade ou un grade avancé. 
La courbe de survie des patients est représentée selon le stade regroupé (A) ou le grade de Nottingham (B) de la 
tumeur. La courbe de survie pour chaque stade est montrée selon la classification détectable/indétectable (C, D, 





La survie des patients selon le grade et le stade de la tumeur est moins grande lorsque ces 
paramètres sont plus élevés (Figure 11A et B). En catégorisant chaque stade et grade selon 
notre système de classification, on retrouve une différence significative pour le grade III 
seulement. Dans ce cas, le groupe «Indétectable» a une moins bonne survie. Bien que les 
stades II et III-IV n’atteignent pas la significativité, la séparation entre les deux groupes est 
bien visible, suggérant un nombre plus élevé de décès dans le groupe «Indétectable». Ceci 
laisse croire que plus le stade ou le grade est avancé, plus la différence du pronostique basée 
sur la classification des équivalents bactériens est marquée. 
 
D’autre part, des différences notables sont retrouvées entre de la survie des patients selon le 
sous-type de cancer du sein (Figure 12 A). Dans cette cohorte, les tumeurs Luminal HER2+ 
sont associées à une moins bonne survie. En catégorisant chaque sous-type selon la détection 
d’équivalents bactériens, bien que Luminal B et HER2+ semblent être différents, seul le sous-
type Luminal HER2+ a une différence significative entre les deux groupes. Étonnement, 
presque tous les patients de ce groupe qui étaient classés «Indétectable» sont décédés, alors 
que tous ceux qui étaient catégorisés «Détectable» ont survécu. Ceci suggère que pour ce 
sous-type de cancer du sein, la détection ou non d’équivalents bactériens dans l’ADN de la 
tumeur par notre technique de qPCR pourrait être une indication très puissante de la survie du 
patient. 
 
Il est important de mentionner que la taille des échantillons des groupes avec ou sans présence 
bactérienne, présentée au Tableau II, peut être limitante pour les résultats d’analyse de survie 






Figure 12. La différence pronostique reliée aux équivalents bactériens dans la tumeur 
est accentuée dans le sous-type Luminal HER2+. 
La courbe de survie des patients est représentée selon le sous -type de cancer du sein (A) de la tumeur. La courbe 
de survie pour chaque sous-type est montrée selon la classification détectable/indétectable (B, C, D, E, F). 
 
 
Chapitre 5. Discussion 
La récente découverte de bactéries dans les tumeurs et la multitude de processus 
biologiques qui sont influencés par ces micro-organismes nous ont poussés à vérifier leur 
présence et à évaluer leur fonction dans la progression du cancer du sein. Ainsi, les objectifs 
de ce projet étaient d’optimiser une méthode de quantification bactérienne dans les tumeurs, 
d’utiliser cette méthode avec des tumeurs d’une cohorte de patients atteints du cancer du sein, 
et de vérifier si nos résultats pouvaient avoir une signification clinique. En premier lieu, en 
utilisant une technique développée par nos collaborateurs, nous avons établi une équivalence 
bactérienne à partir de la bactérie E. coli. Ensuite, nous avons vérifié que la technique de 
qPCR était fonctionnelle dans les tumeurs, sensible et reproductible. Ceci nous a permis de 
tester un grand nombre d’échantillons d’ADN tumoral. Nous avons choisi de classifier les 
patients selon la détection ou non d’équivalents bactériens. La même méthode appliquée aux 
fragments de tissus adjacents aux tumeurs a montré que ceux-ci pourraient contenir un plus 
grand nombre de bactéries. D’autre part, plusieurs paramètres cliniques sont significativement 
différents selon la présence d’équivalents bactériens, dont le développement de métastases et 
la mortalité qui sont accrus en absence de détection d’équivalents bactériens. L’analyse des 
courbes de survie de quelques paramètres cliniques selon la détection bactérienne a permis de 
cibler certains types de tumeurs associés à une meilleure survie en présence de bactéries. La 
reproduction de ces résultats avec une plus grosse cohorte permettrait d’ajouter de la 
robustesse aux analyses de survie après sous-stratification selon le type de tumeur. Tout de 
même, l’ensemble de nos résultats nous a permis de valider notre hypothèse selon laquelle la 
présence de bactéries dans les tumeurs est réelle et peut jouer un rôle dans la progression de 
cette maladie chez l’homme, et ce, en présence ou non de traitements. 
5.1 Établissement de la référence pour la méthode de 
quantification des bactéries dans un échantillon d’ADN 
Le premier objectif était donc d’établir une méthode de quantification des bactéries 
dans l’ADN. La méthode choisie a premièrement été développée par nos collaborateurs dans 




région V6 de l’ADN 16S pour quantifier l’ADN bactérien présent et estimer à partir de celui-
ci le nombre de bactéries. Plusieurs régions hypervariables de l’ADN 16S (Figure 1) sont 
utilisées pour les techniques avancées d’analyse du microbiome, mais elles ne sont pas toutes 
équivalentes pour l’identification précise d’espèces bactériennes. En effet, certaines régions 
sont plus hétérogènes et ont un meilleur pouvoir discriminatoire pour déceler un plus grand 
nombre d’espèces bactériennes [245, 246]. Basé en partie sur un article d’identification des 
espèces bactérienne en eaux profondes, notre choix d’amorces permet de viser une très grande 
proportion des espèces bactériennes connues [247]. En effet, en plus de lier les régions 
hypervariables, nous ciblons les quelques mutations des régions conservées de l’ADN 16S, ce 
qui augmente notre couverture totale des espèces bactériennes. Ces régions conservées se 
retrouvent de part et d’autre des régions hypervariables et, lorsque muté, restreignent 
l’utilisation d’un seule paire d’amorces. Puisque le projet se concentre sur la quantification des 
espèces bactériennes connues ou non, il était nécessaire de pouvoir ratisser le plus large 
éventail de séquences possibles en ciblant ainsi plusieurs mutations des régions conservées. 
Cette approche n’est pas absolument nécessaire pour l’identification par séquençage, puisque 
les espèces doivent être connues en ayant déjà été séquencées auparavant. D’autres 
recommandent plutôt de combiner des amorces de plusieurs régions pour augmenter la 
précision de l’identification, mais cela n’est pas utile pour notre technique de quantification, 
puisque nous risquerions d’amplifier l’ADN 16S en double [248]. Tester des régions 
différentes en parallèle aurait toutefois pu permettre la validation de la reproductibilité de la 
méthode. D’autre part, la région V6 serait la région la plus petite et la plus hétérogène, ce qui 
est un bon choix pour l’étude par qPCR, technique plus favorable à l’amplification de 
fragments plus courts [246, 249]. Ainsi, nous avons choisi de rester avec la combinaison 
d’amorces ciblant la région V6 de nos collaborateurs plutôt que d’utiliser une seule paire 
d’amorce ciblant une région différente de l’ADN 16S. 
 
La technique consiste d’abord en l’établissement d’une équivalence bactérienne ayant pour but 
d’estimer le nombre de bactéries dans une quantité donnée d’ADN bactérien, et ce, en se 
basant sur des bactéries de référence. Pour notre part, nous avons choisi d’utiliser la bactérie 
E. coli en raison de sa disponibilité dans le laboratoire et de sa facilité de manipulation. 




nombre de copies du gène de l’ARN 16S peut varier en fonction de l’espèce bactérienne et 
entre les individus [11]. Des études ont pourtant déjà utilisé la bactérie E. coli comme méthode 
de quantification des espèces bactériennes globales par qPCR [25, 250]. Certains utilisent 
plutôt une courbe standard de dilutions de plasmides contenant le gène de l’ARN 16S [12, 
251]. Toutefois, nous croyons que l’utilisation directe de l’ADN, provenant une culture 
bactérienne d’E. coli comparativement à des plasmides exprimant l’ADN 16S, permet se baser 
directement sur une véritable culture bactérienne comprenant des variations interindividuelles. 
De cette façon, il est aussi plus facile de garder le contrôle sur le véritable nombre de bactéries 
présentes, puisque celles-ci sont dénombrables suite à leur étalement sur des géloses avant 
l’extraction d’ADN. La qPCR quantifie directement l’ADN bactérien, ce qui est difficilement 
interprétable. Ainsi, il est pertinent de faire une approximation du nombre de bactéries pour 
avoir une idée représentative de l’infiltration bactérienne, et ce, même si notre estimation est 
basée sur une seule espèce bactérienne et qu’elle est possiblement quelque peu surévaluée. 
Évidemment, ce qui compte est de toujours utiliser la même unité de référence. 
 
Tout d’abord, nous avons obtenu une relation linéaire à partir de laquelle il est possible de 
calculer une estimation de la quantité de bactéries dans une suspension bactérienne à partir de 
la D.O. (Figure 3A). La linéarité de la relation était attendue puisque la turbidité d’une 
suspension bactérienne avec E. coli augmente avec la croissance bactérienne lorsque la culture 
est dans sa phase de croissance [252]. Avec cette information, il a été aisé de pouvoir prendre 
une quantité déterminée de bactéries et d’en extraire l’ADN. 
 
L’extraction d’ADN a été effectuée avec un protocole optimisé par nos collaborateurs, choisi 
pour sa capacité de briser la paroi bactérienne qui rend les bactéries à gram positif plus ardues 
à lyser. Une multitude de méthodes existe pour tenter d’extraire l’ADN de ces bactéries plus 
résistantes, dont l’utilisation de lyse chimique, d’agents antimicrobiens, d’agitation par billes, 
de sonication, de chauffage, ou encore par la combinaison de certaines de ces techniques [253, 
254]. Par contre, plusieurs études comparant ces protocoles d’extraction d’ADN bactérien, que 
ce soit pour des échantillons environnementaux ou humains, s’entendent pour inclure une 
étape d’agitation par billes qui a pour but de briser physiquement les bactéries [253, 255, 256]. 




utilisant le protocole de nos collaborateurs qui inclut l’agitation par billes en plus d’une lyse 
chimique. 
 
Il était impératif d’établir la relation montrant que plus le nombre de bactéries utilisé était 
élevé, plus il y avait d’ADN extrait (Figure 3B). Ceci est évidemment attendu, car chaque 
organisme contient de l’ADN et chacun devrait en contenir la même quantité puisque nous 
avons utilisé des cultures contenant une seule espèce bactérienne. Ensuite, pour estimer le 
nombre de bactéries contenu dans une quantité d’ADN bactérien donnée, nous avons établi 
l’équivalence bactérienne de 201 ± 9 E. coli par pg d’ADN. Si l’on se base sur la taille du 
génome bactérien de la souche de bactérie utilisée et sur le poids moyen des paires de bases 
nucléiques d’ADN, il est possible d’estimer le nombre théorique de bactéries dans 1 pg. Celui-
ci correspond à 197 E. coli (calculs non montrés). La proximité de cette valeur théorique avec 
la nôtre permet de nous assurer que l’équivalence bactérienne est comprise dans les marges 
attendues et dans le bon ordre de grandeur. Pour ce qui est de nos collaborateurs du MD 
Anderson, ceux-ci ont obtenu une valeur différente d’équivalence bactérienne, mais cela peut 
être expliqué par un choix différent des espèces bactériennes de référence. En effet, la taille du 
génome de ces espèces est ce qui détermine en grande partie la quantité d’ADN bactérien 
contenu dans ces bactéries. Nous sommes ainsi confiants d’utiliser ce résultat pour quantifier 
les bactéries dans les échantillons d’ADN en se basant sur E. coli, d’autant plus que notre 
courbe standard de qPCR est préparée avec l’ADN de cette bactérie. 
5.2 La méthode de quantification bactérienne dans l’ADN tumoral 
par qPCR est robuste 
La technique de quantification est dépendante d’une courbe standard comme référence, 
ce pourquoi il était important de bien l’optimiser. Effectivement, puisque nous quantifions une 
très faible quantité d’ADN bactérien dans une grande quantité d’ADN génomique, il était 
nécessaire que ces standards contiennent 150 ng d’ADN humain commercial en plus de la 
quantité variable d’ADN bactérien. En effet, lors de nos essais préliminaires (non montrés), 
nous avons constaté qu’en absence de l’ADN humain dans les standards, la quantification de 




qPCR où l’ADN bactérien était détecté. C’est pourquoi nous avons choisi d’inclure l’ADN 
humain dans tous les standards pour toutes les expériences. 
 
Le choix de la limite de détection est critique pour notre méthode de classification. Nous 
avons choisi l’ADN humain comme ADN témoin. Nous avons fait ce choix puisque cet ADN 
témoin était toujours faible en équivalents bactériens et moins élevé que le standard #7. Un 
meilleur choix aurait été de tenter de faire un standard supplémentaire contenant une quantité 
d’ADN bactérien encore plus faible. Toutefois, la trop grande variation expérimentale (non 
montrée), obtenue en raison de l’ampleur des dilutions en série nécessaires pour arriver à cette 
concentration extrêmement faible d’ADN bactérien, nous a empêchés d’y parvenir. Bien que 
l’ADN humain commercial ait un niveau basal en ADN bactérien, possiblement lié à une 
faible contamination, sa quantification en équivalents bactériens était constante entre les 
expériences et plus faible que le standard #7, ce qui nous a poussés à l’utiliser comme limite 
de détection. 
 
Nous avons montré que la courbe standard était fiable en raison de la relation logarithmique 
entre la quantité d’ADN bactérien des standards et le cycle du seuil de la qPCR (Figure 4). En 
effet, plus il y a de copies de l’ADN d’intérêt au départ, plus il est détecté tôt dans les cycles. 
Cette relation permet l’estimation du nombre de bactéries contenues dans un échantillon selon 
l’équivalence bactérienne. Ce genre de quantification basée sur l’ADN bactérien a déjà été 
utilisé dans plusieurs articles scientifiques, notamment dans l’étude du microbiote retrouvé 
dans les fèces [12] et le sang périphérique [87], ce qui témoigne de son potentiel de 
découvertes en recherche. 
 
Pour valider la technique, nous avons montré que la quantification après l’ajout de quantités 
connues d’ADN bactérien à de l’ADN tumoral est précise (Figure 5). Nous notons toutefois 
une perte de précision dans les derniers échantillons contenant une très faible quantité d’ADN 
bactérien, correspondant à moins de 0,05 pg par puits. Par contre les quantités ajoutées de ces 
échantillons sont plus faibles que la quantité retrouvée dans l’ADN seul. Ainsi, puisque 
l’ADN seul est présent dans tous ces échantillons, la valeur théorique ajoutée est logiquement 




réaction de qPCR, mais leur courbe standard est basée sur des plasmides exprimant l’ADN 
16S et non sur l’ADN bactérien total [257]. Notre seuil de détection correspond à moins de 15 
bactéries / 150 ng d’ADN tumoral, ce qui est très sensible considérant que certaines espèces 
bactériennes peuvent contenir plus d’une copie de l’ADN 16S [11]. Cette expérience a ainsi 
confirmé que l’ADN bactérien ajouté peut être détecté avec précision dans l’ADN d’une 
tumeur, ce qui nous laisse croire que, s’il y a présence de bactéries dans la tumeur, nous 
pourrions les détecter et les quantifier efficacement par notre technique. 
 
Nous avons ensuite montré que l’ajout de bactéries à des tumeurs avant l’extraction d’ADN 
est détectable et quantifiable par notre technique de qPCR (Figure 6). Le nombre d’équivalents 
bactériens semble étonnement un peu plus élevé suite à l’ajout de LB sans bactéries. Ce 
phénomène est peut-être dû d’une faible contamination du milieu de culture bactérien par de 
l’ADN bactérien présent dans les réactifs qui le compose. D’autre part, le fait que l’ADN seul 
des deux tumeurs se retrouve sous le seuil de détection permet d’apprécier la distinction 
lorsqu’il y a ajout d’E. coli. Refaire cette expérience avec plus d’une souche bactérienne aurait 
ajouté plus de puissance à la démonstration de cette technique. En effet, pour valider leurs 
protocoles, le consortium du Human Microbiome Project a utilisé un ensemble de 21 espèces 
bactériennes [19]. Utiliser un tel mélange d’espèces bactériennes aurait pu démontrer que la 
technique est fonctionnelle avec un microbiote artificiel complexe, mais aurait compliqué 
grandement les manipulations. Notre quantification bactérienne étant basé sur E. coli, nous 
avons décidé d’utiliser seulement cette bactérie pour les tests d’optimisation. Aussi, notre test 
a tout de même été réalisé avec deux quantités de bactéries, tout en utilisant des fragments de 
deux tumeurs distinctes, ce qui montre que l’expérience est fonctionnelle dans plusieurs 
conditions. Ainsi, même s’il est possible d’améliorer ces manipulations, nous sommes 
confiants que la présence bactérienne dans une tumeur est détectable et quantifiable par notre 
méthode de détection des équivalents bactériens par qPCR. 
 
Puisque l’équation de la relation logarithmique de la courbe standard varie entre les plaques de 
qPCR (non montré), nous avons utilisé cette courbe dans chaque expérience. Nous avons donc 
voulu montrer que la quantification en équivalents bactériens qui y est associée ne varie pas 




réfèrent à une courbe standard répétée à chaque expérience, nous pouvons utiliser les 
quantifications issues de plusieurs expériences et les analyser conjointement. D’autre part, les 
faibles erreurs standards des triplicatas techniques indiquent que l’ADN bactérien serait réparti 
de manière égale dans l’ADN tumoral extrait. L’ADN bactérien aurait pu ne pas être distribué 
également dans l’échantillon en raison de sa très faible présence comparativement à l’ADN 
tumoral, mais cela ne semble pas être le cas Ainsi, même si nous utilisons seulement 150 ng 
d’ADN tumoral à la fois par notre méthode de quantification, nous obtenons une 
représentation satisfaisante et reproductible de la concentration bactérienne dans un 
échantillon. 
5.3 Analyse des paramètres cliniques des patients de la cohorte 
ainsi que de la classification des tumeurs 
5.3.1 La sélection des patients et la distribution de leurs données cliniques 
permettent une analyse approfondie 
Le deuxième objectif était d’évaluer la présence de bactéries dans les tumeurs de 
patients atteints de cancer du sein. Les patients ont été sélectionnés dans la banque de tissus de 
cancer du sein, gérée par notre laboratoire, afin d’assurer une bonne représentation de chaque 
sous-type, soit minimalement 10 patients pour chacun d’entre eux. L’incapacité à atteindre ce 
nombre pour le sous-type HER2+ s’explique simplement par le très faible nombre de ces 
patients dans la banque. En effet, la totalité des échantillons HER2+ de la banque ont été 
utilisés pour cette étude. Même si ce sous-type est sous-représenté dans notre étude, cette 
sélection nous a tout de même permis d’étudier en détail l’analyse de survie associée à nos 
résultats. 
 
La classification des sous-types utilisée dans l’étude (Tableau SIV) est basée sur l’expression 
de récepteurs spécifiques [258]. Puisque peu d’échantillons de la banque de tissus sont 
marquées pour le Ki-67, nous avons décidé d’inclure également le grade comme critère de 
séparation entre Luminal A et Luminal B, et ce, en raison du plus haut grade normalement 




optimale puisqu’avec des données de séquençage il est maintenant possible de raffiner la 
classification selon l’expression de plusieurs gènes [258]. Toutefois, l’absence de ce genre de 
données dans les dossiers cliniques des patients nous restreint à utiliser cette classification plus 
ancienne. 
 
Le fait que la grande majorité des patients soit des femmes et que leur tumeur soit un 
carcinome canalaire infiltrant correspond à ce qui est normalement retrouvé dans la population 
canadienne [126, 156]. Ainsi, notre sélection permet l’étude intégrale des différents types de 
tumeurs de cancer du sein pour le sexe et la morphologie tumorale les plus fréquents. 
 
Aussi, bien que plusieurs données cliniques de la cohorte (Tableau SIII) semblent être bien 
réparties, plusieurs informations étaient absentes. En effet, il aurait été intéressant de pouvoir 
vérifier plus en profondeur l’impact de grossesses ou de la ménopause avec la présence 
bactérienne dans les tumeurs, mais la plupart de ces données n’ont pas été inscrites dans le 
dossier clinique. Bien que la moyenne de suivi des patients avoisine les 5 années, plusieurs 
patients sont perdus au suivi (non montré). Ceci pourrait être relié au fait que les dossiers ne 
sont pas toujours mis à jour lorsque les patients retournent dans leurs hôpitaux en région après 
avoir subi une opération dans la métropole. Outre ces éléments manquants, l’hétérogénéité de 
plusieurs paramètres pour les patients de notre cohorte nous indique que l’association de ces 
données cliniques avec notre quantification bactérienne dans les tumeurs a le potentiel d’être 
étudiée en profondeur. 
5.3.2 La détection bactérienne dans l’ADN des tumeurs permet la 
classification des patients atteints du cancer du sein 
Nous avons ensuite montré la présence d’une certaine variabilité dans la quantité 
d’équivalents bactériens présents dans 150 ng d’ADN selon le fragment de tumeur (Figure 8). 
Ce n’est toutefois pas la totalité des tumeurs qui a été testée en double ou en triple, ce qui fait 
que la moyenne tumorale en équivalents bactériens n’est pas toujours basée sur le même 
nombre de fragments. Ceci induit potentiellement un biais puisque les résultats obtenus à 
partir des fragments d’une même tumeur sont parfois distants. La raison pour laquelle le 




l’ADN bactérien dans les fragments suite à un trop grand nombre de décongélations. En effet, 
l’ADN génomique est sensible à la dégradation par l’augmentation du nombre de cycle 
congélation/décongélation [259]. Puisque nous nous attendions à très peu d’ADN bactérien 
dans nos échantillons d’ADN tumoral, nous souhaitions minimiser les décongélations. Ainsi, 
pour la première partie de la cohorte, seul un fragment par tumeur a été utilisé, puisqu’elle 
constituait en un test d’extraction d’ADN. Ensuite, pour la deuxième partie de la cohorte, deux 
fragments par tumeur ont été utilisés. Il en fut ainsi puisque nous voulions prendre en compte 
l’hétérogénéité, parfois observée, dans la détection d’équivalents bactériens entre les 
fragments d’une même tumeur. Cette hétérogénéité pourrait être due à la quantité variable de 
stroma entre les fragments tumoraux. Aussi, si la quantité d’ADN extrait n’était pas suffisante 
pour notre test, les fragments de tumeurs ont été décongelés une deuxième fois. En bref, nous 
avons tenté minimiser les décongélations des fragments de tumeurs avant leur extraction 
d’ADN pour préserver la qualité de l’ADN bactérien. 
 
Pour la Figure 8, le choix de placer notre limite de détection au niveau des équivalents 
bactériens de l’ADN humain témoin est ce qui nous apparaissait le plus logique puisqu’il 
s’agissait du contrôle de notre méthode de qPCR. Voici ce qui caractérise notre méthode de 
classification selon les équivalents bactériens : nous considérons que les moyennes tumorales 
se trouvant sous notre limite de détection sont indétectables en bactéries, et ce, même si un des 
fragments de la tumeur se situe au-dessus de cette limite. Nous avons procédé de cette façon 
puisque nous avions une grande proportion des fragments qui avoisinait notre limite de 
détection. L’approche habituelle pour diviser des résultats de ce genre en deux groupes est 
plutôt de choisir la médiane [260]. Par contre, puisque les résultats expérimentaux varient 
généralement d’une étude à l’autre, le choix de la médiane restreint les comparaisons avec les 
études subséquentes éventuelles [260]. En choisissant la limite de détection de la technique de 
quantification comme délimitant, nous permettons une meilleure capacité de comparaison 
inter-études puisque chaque future étude pourra utiliser cette façon de classifier ses tumeurs 
selon sa propre limite de détection. Ainsi, notre choix de méthode de classification permet une 
vue d’ensemble de la tumeur lorsque plusieurs fragments sont testés (hétérogénéité) et tient 




le seuil de classification est dicté par la limite de détection de notre méthode de quantification, 
ce qui rend la technique de classification applicable pour les études subséquentes. 
 
Un des risques associés à l’étude du microbiome est la contamination des échantillons par les 
bactéries ou leur ADN avant les manipulations et pendant celles-ci. Bien que la contamination 
bactérienne soit un enjeu d’importance dans les hôpitaux en raison des infections 
nosocomiales, les chirurgies n’ont pas été effectuées dans un emplacement aussi stériles que 
les salles blanches utilisées dans le domaine pharmaceutique [261]. Il se pourrait donc que les 
tumeurs mises en banque aient pu être contaminées durant la chirurgie et par les pathologistes. 
Une autre étude du microbiome des tumeurs du sein utilise un contrôle environnemental, soit 
un tube de tampon phosphate salin, ouvert pendant la chirurgie, duquel l’ADN est extrait dans 
le but de vérifier la présence de contamination par l’air ambiant lors du retrait de la tumeur 
[89]. Ceci était impossible pour notre part puisque nous utilisons des échantillons déjà 
entreposés depuis plusieurs années. Toutefois, la contamination, si présente, devrait être assez 
semblable entre nos échantillons de tumeurs puisque celles-ci sont toutes traitées de la même 
façon. De plus, lors de la mise en banque, les tumeurs sont transportées dans un contenant 
stérile avant d’être immédiatement placées dans la solution de conservation puis congelées, ce 
qui limite leur contamination. Suite à la décongélation toutes les manipulations impliquant les 
tumeurs sont réalisées dans des conditions contrôlées et stériles. À plusieurs reprises, nous 
avons également effectué la méthode d’extraction en utilisant de l’eau stérile afin de vérifier la 
présence de contamination par qPCR, ce qui est conseillé pour l’étude du microbiote lorsqu’on 
s’attend à une très faible quantité de bactéries dans les échantillons testés [23]. Ces mesures 
permettent ainsi de limiter et contrôler une possible contamination bactérienne. Le fait que 
plusieurs fragments de tumeurs se retrouvent sous la limite de détection de notre technique 
nous laisse croire qu’une contamination des échantillons ne serait pas la cause des différences 
observées pour la quantité d’ADN bactérien détectée et que, s’il y en a une, elle serait minime. 
 
Malgré ces sources potentielles de biais, nous avons montré que plusieurs tumeurs de ces 
patients atteints du cancer du sein contiennent des fragments dont l’ADN tumoral est positif en 
ADN bactérien (Figure 8). Nous avons remarqué que la quantification absolue par qPCR des 




équipe de recherche californienne [212]. Leur utilisation de la quantification a pu être liée au 
grade des patients et au tissu normal adjacent, mais ils n’ont pas tenté d’associer leurs résultats 
avec la survie des patients comme nous l’avons fait. Ils ont tout de même pu détecter des 
bactéries dans un peu plus des trois quarts de leurs échantillons. Pour notre part, nous 
détections des bactéries dans près de la moitié des tumeurs des patients de notre cohorte. Notre 
cohorte est toutefois deux fois plus grande et nous avons souvent testé plus d’un fragment par 
tumeur. D’autres équipes ont plutôt opté pour le séquençage et la quantification relative des 
espèces bactériennes retrouvées dans l’ADN tumoral, que ce soit pour le cancer du sein ou le 
cancer colorectal [206-208, 213, 214]. Plusieurs différences entre les espèces bactériennes 
spécifiques ont été trouvées, mais ils ne se sont pas concentrés sur l’abondance globale de 
bactéries infiltrant les tumeurs comme nous l’avons fait. Toutefois, ces études ont montré qu’il 
était possible d’identifier les bactéries trouvées dans l’ADN tumoral et que les communautés 
bactériennes retrouvées peuvent être spécifiques aux tumeurs. Nos résultats et ces études 
prouvent que les bactéries, minimalement leur ADN, sont présentes dans les extraits 
tumoraux, montrant que le microbiote tumoral est un concept d’intérêt. 
 
Puisque la technique de quantification par qPCR repose sur l’analyse des équivalents 
bactériens dans seulement 150 ng d’ADN, nous voulions nous assurer que la quantité d’ADN 
extrait n’exerçait pas d’influence sur nos résultats. Toutefois, nous avons trouvé qu’il y avait 
généralement plus d’ADN suite à l’extraction dans les tumeurs classées «Indétectable» (Figure 
S1). Ceci pourrait être expliqué par le fait qu’une plus grande dilution d’ADN soit nécessaire 
pour tester 150 ng de l’ADN en question. Ainsi, il est possible que la présence d’une trop 
grande quantité d’ADN suite à l’extraction biaise notre technique de classification. Une 
manière de contrer cette influence potentielle aurait été le test d’un plus grand nombre de 
fragments par tumeur ainsi que le test de morceaux de tumeurs plus petits, contenant moins 
d’ADN. Cette grande présence d’ADN dans certains fragments pourrait être due à un nombre 
de cellules variable dans divers emplacement de la tumeur. Pour en vérifier l’impact, il serait 
intéressant d’associer une visualisation des tumeurs par immunohistochimie à la détection de 
l’infiltration bactérienne. Toutefois, la quantité d’ADN extraite n’est pas proportionnellement 
liée au nombre d’équivalents bactériens retrouvés dans les fragments du groupe «Détectable». 




lorsque la quantité d’ADN extraite est trop grande, mais que la quantification exacte des 
tumeurs du groupe «Détectable» n’est pas affectée. 
 
D’autre part, nous voulions évaluer si la taille de la tumeur biaisait nos résultats. Nous avons 
montré que poids du morceau n’influence pas notre quantification puisque le poids moyen ne 
variait pas entre le groupe «Détectable» et «Indétectable» (Figure S1). Étonnamment, la 
quantité d’ADN extrait n’était pas proportionnelle au poids de la tumeur. Ceci pourrait être 
expliqué par la présence variable d’amas lipidiques dans les fragments et par le fait que ceux-
ci contiendraient moins d’ADN pour la même quantité de tissu, les cellules adipeuses pouvant 
être volumineuses [262]. Nous ne pouvons donc pas utiliser le poids pour normaliser nos 
résultats dans notre étude. 
5.4 Les bactéries seraient présentes en nombre plus élevé dans le 
tissu normal adjacent à la tumeur que dans celle-ci 
Les morceaux de tissus adjacents à la tumeur contenaient une plus faible quantité 
d’ADN que les fragments de tumeurs (Figure S2). Nous croyons que leur plus grand contenu 
lipidique explique cette différence, tel qu’observé lors des manipulations. Nous avons ainsi 
utilisé des morceaux plus volumineux que la majorité des fragments de tumeurs afin d’obtenir 
une quantité d’ADN suffisante. Ainsi, un nombre limité de ces morceaux a été testé, ce qui fait 
en sorte que ne pouvons pas associer chacune des tumeurs à son tissu normal adjacent. 
 
Tout de même, nous avons montré qu’il y avait plus d’équivalents bactériens dans le tissu 
normal que dans les tumeurs (Figure 9A). L’étude ayant auparavant tenté de quantifier les 
bactéries tumorales dans le cancer du sein a montré que le tissu normal adjacent à la tumeur 
était plus concentré en bactéries que le tissu tumoral [212]. Nos résultats semblent donc 
concorder avec les leurs. Toutefois, en raison du faible nombre de fragments testés, nous 
avons voulu vérifier notre observation différemment. Pour ce faire, nous avons comparé 
chaque tissu normal adjacent aux tumeurs avec les tumeurs issues des mêmes patients (Figure 
9B). Nous observons, dans la grande majorité des tissus normaux, un plus grand nombre 




fois avec les conclusions de l’étude précédente. Ce phénomène pourrait être un exemple de 
dysbiose du microbiote du sein causé par le tissu tumoral. En effet, un nombre réduit de 
bactéries dans la tumeur pourrait être la conséquence de mécanismes oncogéniques moins 
favorables à l’infiltration et à la prolifération bactérienne. Il est connu que certaines souches 
de bactéries peuvent cibler et proliférer spécifiquement dans les tumeurs chez la souris [224, 
226, 231]. Toutefois, il serait possible que le tissu normal du sein ne soit pas constitué de ces 
souches bactériennes capables de survivre dans le microenvironnement tumoral, ce qui 
expliquerait pourquoi les bactéries sont en nombre moins élevé dans la tumeur. 
L’identification des espèces bactériennes par séquençage génomique permettrait d’évaluer 
cette hypothèse. Un autre aspect qui pourrait être important dans la réduction de la charge et 
des espèces bactériennes est la prise d’antibiotiques par les patients. En effet, il a été montré 
que certains antibiotiques pourraient être liés à l’apparition de plusieurs types de cancers 
[202]. Nous pourrions spéculer que la diminution de la représentation bactérienne, en raison 
de l’action cytotoxique des antibiotiques, pourrait favoriser l’apparition de tumeurs, dans 
lesquels on retrouverait moins de bactéries que dans le tissu normal adjacent. Ainsi, nos 
résultats concordent avec l’étude précédemment publiée selon laquelle le tissu normal du sein 
contiendrait une présence bactérienne plus élevée que dans les tumeurs, mais les mécanismes 
qui y sont liés sont encore inconnus. 
5.5 Certains paramètres cliniques des patients, incluant la survie, 
pourraient être associés à la détection bactérienne tumorale 
Le dernier objectif du projet était l’association de la détection bactérienne avec les 
données cliniques des patients. Pour ce faire, certains patients ont été retirés des analyses. 
Puisque l’étude porte spécifiquement sur le cancer du sein, le patient dont la tumeur était un 
sarcome n’a pas été conservé. Son inclusion au départ est due à une erreur dans la sélection 
des patients de la banque de tissus. Le retrait des analyses de survie a également été appliqué 
pour les patients dont les dossiers cliniques mentionnaient un décès lié à une condition autre 
que le cancer du sein ou métastatique. La décision de conserver les patients dont la cause du 
décès n’était pas indiquée peut être discutable, mais ils ont été conservés puisqu’ils constituent 




patients soient décédés de cette maladie. Notre choix de seulement retirer ces quelques 
patients permet donc une analyse de survie plus robuste et spécifique au cancer du sein. 
 
Nous avons montré que les comorbidités, le grade, le traitement par l’hormonothérapie, 
l’apparition de métastases et le nombre de décès étaient différents selon notre classification 
des tumeurs par équivalents bactériens (Tableau II). Nous voulions ainsi déterminer si la 
présence de bactéries dans les tumeurs pouvait avoir un impact sur certains paramètres 
cliniques ou si elle en était plutôt une conséquence. Les mécanismes basés sur nos 
observations, prochainement discutés, restent toutefois des suppositions. 
 
Pour débuter, nous observons que, bien que le nombre total de patients dans les deux 
catégories soit approximativement le même, toutes les comorbidités du groupe «Indétectables» 
sont liées au cancer du sein. Ainsi, les patients de ce groupe atteints d’une comorbidité liée au 
cancer ont tous développé un premier cancer du sein avant d’être atteint une seconde fois de ce 
type de cancer. Selon la Société Canadienne du Cancer, la récurrence du cancer du sein est 
plus fréquente pour les tumeurs de grade III, de sous-type Triple négatif ou HER2+, de taille 
élevée ou étant très répandues dans le corps [263]. Nous n’avons toutefois pas observé de 
différences pour ces paramètres entre les groupes «Détectables» et «Indétectable». Cette 
absence de différence pourrait témoigner que la présence bactérienne est un nouvel indicateur 
du risque de récurrence du cancer du sein. Nous pourrions spéculer que la présence de 
bactéries tumorales induit une présence immunitaire accrue dans la région du sein, ce qui 
pourrait prévenir l’apparition d’un deuxième cancer. Puisque les monocytes, les lymphocytes 
T et les lymphocytes B expriment des récepteurs de type TLR, ces cellules pourraient être 
activées par les PAMP des bactéries tumorales et contribuer à renforcer la mémoire 
immunitaire dans le sein, ce qui mènerait à une meilleure réponse anti-tumorale subséquente 
[62]. Ainsi, l’absence de bactéries dans la tumeur pourrait avoir un impact sur le risque de 
développement d’une tumeur primaire additionnelle pour ce type de cancer. 
 
Pour ce qui est de la différence observée dans les grades selon notre classification, celle-ci 
semble être caractérisée par une détection bactérienne plus élevée dans les tumeurs de grade 




Nottingham [159], nous pourrions spéculer que les bactéries ont une préférence pour les 
cellules tumorales correspondant aux critères d’inclusion du grade II. Le microenvironnement 
tumoral spécifique à ces cellules pourrait offrir d’éventuels avantages pour l’infiltration et la 
prolifération des bactéries. La présence de régions nécrotiques dans la tumeur pourrait 
expliquer en partie cette théorie. En effet, dans le cas du carcinome canalaire in situ, le nombre 
et la taille des zones de nécrose augmentent avec le grade [264]. De plus, certains types de 
bactéries anaérobiques, comme Salmonella et Clostridium, peuvent coloniser les zones 
nécrotiques faibles en oxygène des tumeurs, d’où le développement actuel de thérapies du 
cancer relié à ces bactéries [265]. Ainsi, une tumeur de grade II présenterait des régions 
nécrotiques, mais pas en trop grande quantité, ce qui permettrait la prolifération de bactéries 
anaérobiques et aérobiques. Il se pourrait donc que les bactéries bénéficient de la présence et 
de l’absence d’oxygène, tous deux possibles, dans les tumeurs de ce type. D’autre part, l’étude 
de Xuan et al qui s’est penchée sur la quantification absolue des bactéries tumorales du cancer 
du sein a montré qu’il y avait une tendance indiquant que plus le grade de la tumeur était 
important, moins il y avait de bactéries [212]. À première vue, ce n’est pas ce que nous 
retrouvons puisque la totalité des patients de grade I sont contenus dans le groupe 
«Indétectable». Nous avons donc utilisé une autre approche pour vérifier s’il y avait une 
diminution dans le nombre de bactéries avec l’augmentation du grade. Nous avons comparé le 
nombre moyen d’équivalents bactériens pour chaque grade, et ce, seulement pour les patients 
dans lesquels nous détections des bactéries (non montré). Nous n’avons toutefois pas trouvé de 
différence significative entre les grades II et III de ces patients. La divergence de nos résultats 
avec ceux de l’autre étude aurait pu être expliquée par les différences entre nos cohortes, 
puisque la leur contenait seulement des patients atteints de cancer du sein ER+. Par contre, 
même suite à la sélection des patients ER+ de notre cohorte, nous n’observons pas la tendance 
retrouvée par l’autre groupe de recherche (non montré). Ainsi, nos résultats ne peuvent pas 
confirmer les conclusions avancées par l’étude de Xuan et al pour ce qui est du grade. Par 
ailleurs, nous supposons qu’un microenvironnement tumoral avantageux pour les bactéries, 
retrouvé lorsque la tumeur est de grade II, pourrait expliquer la plus forte représentation de ce 





Nous retrouvons également une différence significative entre les deux groupes pour 
l’hormonothérapie adjuvante. Les traitements adjuvants sont administrés suite au retrait de la 
tumeur et sont basés en grande partie sur une prise de décision ayant comme critères le sous-
type de la tumeur et la capacité des patients à recevoir les traitements, évaluée selon des 
échelles objectives comme l’échelle de performance ECOG [160, 266]. Ainsi, puisqu’on ne 
retrouve pas de différences entre les groupes au niveau des sous-types de cancer, on 
s’attendrait à ce qu’il n’y ait pas de différences non plus pour ce critère. La différence que 
nous retrouvons pour l’hormonothérapie adjuvante au Tableau II pourrait donc être due à ces 
types de décisions médicales ou à la décision du patient, éléments qui n’ont aucun lien avec 
les bactéries tumorales. En effet, certains des patients de la cohorte ont tout simplement 
refusés les traitements proposés. Ainsi, la différence observée pour ce traitement adjuvant ne 
peut pas, selon nous, être associée à nos résultats de quantification bactérienne. 
 
En plus des différences observées entre les groupes de notre classification, l’absence de 
différence pour certains paramètres permet d’émettre quelques hypothèses. La taille de la 
tumeur n’aurait pas d’importance dans la détection ou non de bactéries, ce qui pourrait 
indiquer que le nombre total de cellules tumorales et la présence d’amas lipidiques 
volumineux n’influencent pas la présence de bactéries. La détection d’ADN bactérien ne 
dépendrait également pas du sous-type de cancer du sein, ce qui sous-entend que la technique 
peut fonctionner aussi bien quelle que soit l’expression des récepteurs ER, PR ou HER2. 
Ainsi, bien que l’expression de ces molécules soit un facteur déterminant dans le choix du 
traitement pour le patient [160], le sous-type de cancer du sein n’influencerait pas la présence 
de bactéries et celle-ci ne serait pas la source des différences de survie classiquement 
retrouvées entre les sous-types. Le fait que l’âge des patients et leurs antécédents familiaux de 
cancer ne diffèrent pas pourrait être considéré comme une indication de l’homogénéité des 
deux groupes, témoignant que notre méthode de détection et de classification est fonctionnelle 
pour n’importe quel patient. 
 
Une autre observation notable dégagée de la comparaison est que le groupe « Indétectable » 
est lié au développement de métastases et à une moindre survie des patients. Nous pourrions 




développement de métastases. Le mécanisme exact derrière ce phénomène reste évidemment à 
être démystifié. Toutefois, les interactions des bactéries avec le système immunitaire 
pourraient être en cause, et ce, en raison de l’influence quasi-ubiquitaire de celui-ci sur cette 
maladie. En effet, les bactéries sont une source de stimulation immunitaire importante, 
notamment par les TLR [61]. De nombreux produits bactériens sont d’ailleurs utilisés comme 
adjuvants dans le but d’améliorer la réponse immunitaire spécifique à des vaccins [221]. Nous 
spéculons que ce concept pourrait également être appliqué à l’inflammation intratumorale et à 
une réponse immunitaire anti-tumorale amplifiée. Un exemple de cette théorie est représenté 
par ce qui suit. Les bactéries à l’intérieur des tumeurs pourraient être reconnues par les cellules 
de l’immunité innée et mener à l’activation des macrophages via leur TLR, ce qui permettrait 
la mise en place d’un environnement pro-inflammatoire. Ceci favoriserait le recrutement 
immunitaire dans la tumeur et nous croyons qu’une certaine proportion des cellules recrutées 
pourrait reconnaitre la tumeur de façon intrinsèque. La reconnaissance des cellules tumorales 
par des CPA pourrait ensuite mener à l’augmentation de la présentation antigénique, donc à 
l’activation des lymphocytes B et T anti-tumoraux. Cette activation immunitaire serait 
caractérisée par l’augmentation de la présence de lymphocytes T cytotoxiques dans la tumeur 
et par une production de cellules mémoires immunes. Cette inflammation et activation 
immunitaire, qui serait proportionnelle au nombre de bactéries intratumorales, permettrait 
l’amélioration de la réponse spécifique à la tumeur par l’établissement d’une mémoire 
immunitaire contre le cancer à long terme qui serait utile en présence de métastases. Pour 
vérifier cette théorie, il faudrait quantifier l’infiltration immunitaire dans les tumeurs de notre 
cohorte. Ainsi, il se pourrait qu’une moins bonne activation des cellules de l’immunité, en 
absence de bactéries tumorales détectables, mène à une progression plus avancée de cette 
maladie et à un plus grand risque de métastases. 
 
D’autre part, en raison du pronostique défavorable associé aux métastases dans l’évolution du 
cancer [145], il est logique que l’on constate également une proportion plus élevée de patients 
décédés dans ce même groupe, dans lequel nous ne détectons pas de bactéries. Nous spéculons 
que suite au retrait de la tumeur, l’inflammation globale, préalablement induite par les 
bactéries tumorales, pourrait permettre une meilleure réponse immune face au cancer et 




posséder la capacité d’infecter et de lyser les cellules tumorales, tel que montré par les 
exemples de thérapies bactériennes anti-tumorales en développement [226, 231]. Cette 
destruction bactérienne des cellules tumorales pourrait constituer une piste de réponse quant à 
l’amélioration de la survie pour les patients avec des bactéries tumorales détectables. Aussi, la 
production bactérienne de composés inhibant la prolifération des tumeurs pourrait être en 
cause. Un exemple de ce genre de molécule est le butyrate, un SCFA qui peut s’accumuler 
dans le noyau des cellules tumorales et stimuler l’acétylation des histones et autres protéines, 
ce qui permet l’induction de l’apoptose et une baisse de la prolifération [267]. Ainsi, l’absence 
de bactéries tumorales, ou leur diminution, pourrait témoigner d’une augmentation du risque 
de développement d’une maladie plus avancée dans le cas du cancer du sein. Cette 
augmentation de la progression tumorale serait liée à la réduction de la stimulation 
immunitaire, médiée par les bactéries, qui limiterait la réponse immunitaire anti-tumorale 
globale. 
 
Suite à cette étude de corrélation avec les paramètres cliniques, nous avons produit la courbe 
de survie des patients selon notre classification basée sur la détection bactérienne tumorale 
(Figure 10). Étrangement, bien que les patients du groupe chez lequel nous détectons des 
bactéries tumorales ne survivent pas plus longtemps en moyenne, le groupe «Détectable» 
présente un nombre moins élevé de décès. L’analyse de la courbe ne tient compte que de ces 
deux paramètres, soit la survie dans le temps et les décès. Ainsi, puisque l’analyse de survie 
montre une différence significative entre les deux groupes et que la longévité des patients n’est 
pas affectée, nous croyons que la présence de bactéries dans les tumeurs exerce une puissante 
influence sur la survie globale des patients atteints du cancer du sein. Il se pourrait que 
l’absence de différence dans le temps de survie soit expliqué par la perte de suivi des patients. 
Il est aussi intéressant de constater que notre étude de survie globale ne prend pas en compte 
les traitements reçus des patients. Puisque nous observons une différence dans la survie sans la 
comparaison des traitements, cela pourrait indiquer que la détection de bactérie tumorale en 
elle-même est un nouveau critère associé à la survie, et ce, indépendamment des cibles 
actuelles des thérapies du cancer du sein. Selon notre recherche dans la littérature, il s’agit de 
la première étude liant la détection bactérienne dans les tumeurs solides à un bénéfice au 




important dans le développement de la maladie. Nous pensons que son influence est 
immunitaire, tel que discuté précédemment. 
 
Une autre piste intéressante est la suivante : nos résultats indiquent que les patients ayant été 
soumis à une hormonothérapie néo-adjuvante sont tous dans le groupe «Indétectable». Les 
traitements néo-adjuvants sont administrés avant le retrait de la tumeur, ce qui laisse croire 
que l’hormonothérapie néo-adjuvante pourrait avoir un impact direct sur le microbiote tumoral 
et réduire la présence bactérienne. À la lumière des résultats de l’analyse de survie, il est 
possible de concevoir que la diminution des bactéries, induite par ce traitement, pourrait 
mener à une moins bonne survie des patients recevant de l’hormonothérapie néo-adjuvante. 
Nous spéculons que l’établissement d’un microbiote tumoral compétent, avant le retrait de la 
tumeur, pourrait être important dans la mise en place de ce phénomène. Une dysbiose serait 
donc observée dans la tumeur suite au blocage d’ER. Par comparaison, suite à la ménopause, 
caractérisée par la diminution de la production des estrogènes, le microbiote du vagin peut 
parfois être débalancé et être associé à l’atrophie vaginale [268]. En effet, les femmes en pré-
ménopause ont un microbiote enrichi en Lactobacillus, bactéries productrices d’acide lactique, 
ce qui favorise le maintien de l’acidité vaginal optimale. Dans le cas de l’atrophie vaginale, le 
microbiote peut être partiellement rétabli avec une thérapie à l’estrogène [269]. 
L’augmentation de la présence de glycogène dans les cellules épithéliales vaginales, médiée 
en partie par les estrogènes, permettrait une meilleure colonisation du vagin par les 
Lactobacillus [268]. Pour ce qui est du cancer du sein, c’est peut-être cette diminution de 
l’action de l’estrogène qui, suite au traitement néo-adjuvant, réduit le nombre de bactéries 
tumorales. Bien que cette théorie soit particulièrement intéressante, la prise d’antibiotiques par 
les patients avant le retrait de la tumeur, si elle est combinée à l’hormonothérapie néo-
adjuvante, pourrait également influencer la différence que nous retrouvons. Les antibiotiques 
sont, par définition, des agents qui pourraient réduire le nombre de bactéries retrouvées. Nous 
n’avons toutefois pas étudié ces données en raison de leur difficulté d’accès dans le dossier 
clinique des patients. Une analyse poussée devra être réalisée afin de vérifier l’influence réelle 
des antibiotiques sur ce phénomène. Malgré cela, nos résultats pourraient suggérer que le 
microbiote tumoral est débalancé par l’hormonothérapie néo-adjuvante, ce qui influencerait 




les biopsies avant et après traitement en plus des tumeurs retirées. L’hormonothérapie est 
toutefois reconnue pour son impact positif sur la survie des patients et il faudrait comparer la 
différence de survie avant de conclure sur l’influence négative d’une dysbiose qui serait 
induite par ce traitement. 
5.6 La détection bactérienne dans les tumeurs améliore la 
prédiction de survie de certains paramètres diagnostiques 
Afin de vérifier l’influence de la présence bactérienne dans les tumeurs sur la survie 
selon le stade et le grade de la tumeur, il était primordial de vérifier si ces paramètres, en eux-
mêmes, influençaient la survie des patients (Figure 11A-B). Le stade témoigne de la 
progression de la maladie alors que le grade représente la différenciation et la prolifération 
cellulaire de la tumeur [156, 158]. Il n’est donc pas surprenant de constater qu’il y a plus de 
décès si l’un ou l’autre de ces paramètres augmente. Ainsi, tel qu’attendu, plus le stade ou le 
grade était élevé, moins la survie était bonne. 
 
Sachant ceci, nous avons vérifié la variation de la survie pour chaque classe de ces deux 
paramètres selon notre classification par équivalents bactériens (Figure 11 C-H). Pour ce qui 
est du stade TNM pathologique, la séparation entre les courbes de survie était bien visible pour 
le stade II et III. Le fait que ces stades ne soient pas significativement différents pourrait être 
expliqué par l’influence, précédemment montrée, du temps de survie qui n’est pas différent 
entre les deux groupes pour la survie globale des patients. Cependant, en faisant abstraction de 
cela, la différence dans le nombre de décès entre les deux courbes suggèrerait que plus le stade 
est élevé, plus la survie serait influencée par la présence bactérienne dans les tumeurs. D’autre 
part, l’atteinte d’une différence significative pour le grade III nous indique que c’est lorsque le 
grade est très élevé qu’il y a surtout présence d’un bénéfice au niveau du pronostique pour les 
patients chez lesquels nous détectons des bactéries. Nos observations pourraient donc indiquer 
que lorsqu’une tumeur est détectée et enlevée tôt dans la maladie, alors qu’elle est moins 
répandue et que les cellules sont plus différenciées, la présence ou non de bactéries dans la 
tumeur ne représente pas un marqueur indicatif de la survie des patients à long terme. La 




de stade et de grade avancés lorsqu’elle est détectée, moins le taux de survie des patients est 
grand [270]. Ainsi, nous croyons que ce sont les patients avec une tumeur de stade et de grade 
élevés qui bénéficieraient de l’avantage sur la survie lié à l’infiltration tumorale de bactéries. 
 
Nous avons ensuite observé que, dans notre cohorte, ce sont les tumeurs Luminal HER2+ qui 
correspondent à une moins bonne survie (Figure 12A). Classiquement, les patients ayant une 
tumeur de type Triple négatif et HER2+ ont une moins bonne survie [168]. Cette différence 
pourrait être simplement due aux pertes de suivi de plusieurs patients. Outre ceci, nous notons 
également une bonne différenciation des courbes de survie associées à chaque sous-type et 
celle-ci est représentative de ce qui est retrouvé habituellement, sauf pour HER2+ [168]. En 
effet, la mortalité des patients HER2+ est plus faible dans notre cohorte, mais ceci pourrait être 
dû au faible nombre de patients de ce sous-type inclus dans l’étude. Malgré ces petites 
différences et les pertes dans le suivi, nous considérons que la survie des patients est assez 
représentative de la population générale pour être analysée plus en profondeur. 
 
Nous avons ensuite voulu vérifier si la détection d’équivalents bactériens pouvait apporter une 
distinction supplémentaire (Figure 12B-F). Bien que non significative, la différence entre les 
courbes de survie pour Luminal B et HER2+ est notable. Ceci pourrait être dû à l’absence 
d’amélioration dans le temps survécu entre les deux groupes de façon globale, tel que vu 
précédemment. Aussi, le très faible nombre de patients HER2+ limite la possibilité d’en tirer 
des conclusions solides. Pour ce qui est des tumeurs Luminal B, le grade élevé pourrait causer 
la tendance observée, puisque celui-ci entre directement dans la classification utilisée pour 
attribuer les tumeurs à ce sous-type. Par ailleurs, la plus forte différence dans la survie selon la 
présence bactérienne est retrouvée dans le sous-type Luminal HER2+. Le fait que la quasi-
totalité des patients du groupe «Indétectables» soit décédés (6 patients sur 7) tandis qu’aucun 
du groupe «Détectable» (4 patients) ne le soit ajoute un poids supplémentaire à cette 
observation. Puisque les tumeurs du sous-type Luminal HER2+ sont positives pour ER, PR et 
HER2, il serait possible que la présence de ces trois récepteurs, lors de l’absence de bactéries 
tumorales, mène à une moins bonne survie, et ce, indépendamment des traitements. D’ailleurs, 
la survie des sous-types Luminal A et Triple négatifs, n’étant clairement pas dépendante de la 




importante dans ce phénomène. Les bactéries pourraient donc avoir un rôle déterminant dans 
le traitement anti-HER2, ce qui expliquerait pourquoi leur absence dans la tumeur mène à une 
survie altérée. Une étude chez la souris a d’ailleurs montré que ce type de traitement est 
dépendant de l’activation des TLR et peut l’induire, via la voie de signalisation MyD88 [271]. 
Selon les auteurs, ceci mène à la stimulation des lymphocytes T CD8+ qui sont indispensables 
pour la réponse anti-tumorale dans leur modèle murin. D’autre part, la différence observée 
pourrait impliquer un plus haut risque de formation de métastases par une réponse immunitaire 
globale altérée. Tel que mentionné précédemment, cette réponse immunitaire déficiente 
pourrait être liée à la diminution de la stimulation immunitaire influencée par le nombre 
moindre de bactéries tumorales. En bref, nous croyons que la détection des équivalents 
bactériens permet d’ajouter une précision supplémentaire quant au risque de décès des patients 
atteints de cancer du sein de type Luminal HER2+. 
 
 
Chapitre 6. Conclusions 
6.1 Réalisations 
Nos résultats permettent de consolider notre hypothèse selon laquelle les bactéries 
peuvent être présentes dans la tumeur et le tissu normal du sein. En effet, la technique de 
quantification des équivalents bactériens dans l’ADN génomique est optimisée et fiable. Nous 
avons ainsi pu l’utiliser pour tester les échantillons d’une grande cohorte de patients atteints de 
cancer du sein, ce qui constituait nos premiers objectifs. Les différences trouvées entre le tissu 
normal adjacent aux tumeurs et les tumeurs suggèrent fortement l’existence d’un microbiote 
du sein qui pourrait être altéré en présence d’un cancer. D’autre part, nous avons pu associer 
nos résultats avec les données cliniques des patients : les patients ayant une tumeur se classant 
sous le seuil de détection ont une moins bonne survie que ceux dont l’ADN bactérien est 
détectable. Cette présence de bactéries à l’intérieur des tumeurs pourrait prédire une meilleure 
réponse anti-tumorale résiduelle suite au retrait chirurgical de la tumeur. De plus, le fait que la 
quasi-totalité des patients avec une tumeur Luminal HER2+ dans le groupe sans détection 
bactérienne soient décédés pourrait indiquer que le microbiote tumoral est une cible 
thérapeutique intéressante pour ce sous-type de cancer en particulier. 
 
Ainsi, nous avons pu compléter plusieurs des objectifs du projet. Nous devrons, dans un avenir 
rapproché, identifier les bactéries présentes dans nos échantillons tumoraux. En effet, ceci 
nécessitera l’utilisation du séquençage de nouvelle génération. Nous avons déjà pu tester 
certains de nos échantillons, mais ces résultats préliminaires ne permettent pas de tirer des 
conclusions pour l’instant (non montrés). D’autre part, nous devrons également compléter 
cette étude en définissant l’infiltration immunitaire intratumorale en lien avec la détection 
bactérienne. Pour ce faire, nous pourrions utiliser une technique d’immunofluorescence de 
type multiplex sur les tumeurs des patients de notre cohorte afin de quantifier l’infiltration 






La technique de qPCR de quantification bactérienne par l’ADN 16S, validée par nos 
résultats, permet de représenter l’infiltration bactérienne en associant la quantité d’ADN 
bactérien trouvé avec un nombre théorique d’E. coli. Toutefois, l’établissement de 
l’équivalence bactérienne pourrait être fait avec n’importe quelle combinaison de bactéries. 
Aussi, la méthode utilise l’ADN génomique extrait d’échantillons humains, quelle que soit sa 
provenance. Ainsi, il pourrait être intéressant de quantifier le nombre de bactéries dans 
plusieurs autres échantillons tels que le sang périphérique ou les ganglions lymphatiques, afin 
d’apporter une représentation systémique de la présence bactérienne dans le cancer. Bien 
entendu, l’extraction d’ADN devrait être optimisée selon le type tissu utilisé pour que la 
quantification soit fonctionnelle. La méthode en elle-même pourrait également être utilisée, 
suite à de petits ajustements, pour l’étude du microbiome de n’importe quelle maladie, ce qui 
en fait un outil potentiellement très intéressant. 
 
Puisque le cancer du sein est l’un des cancers causant le plus grand nombre de décès au 
Canada [126], une meilleure compréhension des risques de mortalité qui y sont associés est 
primordiale pour le développement des traitements. Notre étude est la première à montrer un 
lien entre la présence de bactéries dans les tumeurs et la survie des patients atteints de cancer 
du sein. Il est clair que des études subséquentes devront être réalisées pour mieux comprendre 
et valider les mécanismes immunitaires qui expliquent nos résultats, soit que l’absence ou la 
diminution de bactéries dans la tumeur peuvent influencer négativement la survie des patients 
atteints du cancer du sein. L’association de l’infiltration immunitaire tumorale avec les 
résultats obtenus dans cette étude pourrait nous donner une bonne indication sur les cellules 
immunitaires associées au microbiote tumoral et sur la piste à suivre pour étudier l’influence 
de l’immunité. L’identification des espèces bactériennes retrouvées dans les fragments de 
tumeurs par séquençage pourrait également mener à des cibles thérapeutiques plus spécifiques. 
Aussi, reproduire les résultats avec de plus grandes cohortes permettrait d’augmenter la 
puissance statistique des analyses de survies. Ainsi, ces recherches ultérieures permettront de 
découvrir la meilleure façon d’utiliser le microbiote tumoral, que l’on retrouve bel et bien dans 
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Tableau SI. Description des amorces de qPCR. 
Nom des amorces a Séquence des amorces 
986F 5'- CNA CGC GAA GAA CCT TAN C -3' 
Bac967d 5'- ATA CGC GAR GAA CCT TAC C -3' 
Bac967Fe 5'- CTA ACC GAN GAA CCT YAC C -3' 
Bac967b et Bac967c dégénéré 5'- CAA CGC GMA RAA CCT TAC C -3' 
1046R 5'- CGA CRR CCA TGC ANC ACC T -3' 
a





Tableau SII. Équivalence bactérienne des standards utilisés dans la courbe standard 






Standard #1 400,00 80400 
Standard #2 100,00 20100 
Standard #3 25,00 5025 
Standard #4 6,25 1256 
Standard #5 1,56 314 
Standard #6 0,39 79 
Standard #7 0,10 20 
Les équivalents bactériens sont calculés en fonct ion de la relation entre l’ADN extrait et le nombre 






Tableau SIII. Caractéristiques cliniques des patients de l’étude. 
Caractéristiques n (%) 
 
Nombre de patients 
 
86 (100) 
Sexe, Femme 85 (99) 




Non ménopausée 4 (5) 
 
Ménopausée par chirurgie 4 (5) 
 
Pré-ménopausée 4 (5) 
 
Post-ménopausée 17 (20) 
 
Manquant 57 (66) 
Historique de grossesse 
 
 
Oui 9 (10) 
 
Non 2 (2) 
 
Manquant 75 (87) 
Antécédents familiaux de cancer 
 
 
Oui 33 (38) 
 
Non 48 (56) 
 




Sein 12 (14) 
 
Sein et autre 2 (2) 
 
Autre 10 (12) 
Type de mastectomie 
 
 
Partielle 56 (65) 
 
Radicale 1 (1) 
 
Radicale modifiée 20 (23) 
 
Simple/totale 6 (7) 
 




Droite 49 (57) 
 
Gauche 36 (42) 
 
Organe non pair 1 (1) 




Carcinome lobulaire 8 (9) 
 
Adénocarcinome canalaire infiltrant 62 (72) 
 
Carcinome canalaire et lobulaire infiltrant 3 (3) 
 
Carcinome canalaire infiltrant et autre 7 (8) 
 
Adénocarcinome apocrine 2 (2) 
 
Carcinome métaplasique 1 (1) 
 
Liposarcome 1 (1) 
 
Sarcome 1 (1) 
 






Sous-type de cancer du sein 
 Luminal A 
28 (33) 




 11 (13) 
 HER2
+
 6 (7) 
 Triple négatif 
25 (29) 
 Sarcome de haut grade (non sein) 
1 (1) 























Chimiothérapie néo-adjuvante 6 (7) 
 
Chimiothérapie adjuvante 48 (56) 
 
Hormonothérapie néo-adjuvante 6 (7) 
 
Hormonothérapie adjuvante 49 (57) 
 
Radiothérapie néo-adjuvante  2 (2) 
 
Radiothérapie adjuvante  59 (69) 
Métastases 20 (23) 
Années de suivi, moyenne (Années) ± SD 4,8 ± 2,7 
Décès 18 (21) 









 8 (9) 
 
Non indiqué 6 (7) 
  Autre 2 (2) 
*Patients qui présentent un cancer supplémentaire en plus du cancer du sein étudié. Les données manquantes 
n’étant pas différenciable des patients sans comorbidité, seuls les patients avec comorbidité sont présentés.
 T 
La 
distinction entre le cancer du sein ou métastatique n’est pas inscrite dans les données cliniques. Les métastases 





Tableau SIV. Définition des sous-types de cancer du sein. 
Sous type de 
cancer du sein 
Récepteurs des 
œstrogènes (ER) 
Récepteur de la 
progestérone (PR) 
HER2/neu 
Ki-67 > 15% 
ou grade III 
Luminal A + +/- - - 
Luminal B + +/- - + 
Luminal HER2+ + +/- + +/- 
HER2+ - - + +/- 







Figure S1. La quantité extraite d’ADN d’un fragment est plus élevée lorsque des 
équivalents bactériens ne sont pas détectables, mais il n’y a pas de 
relation entre la quantité extraite et le nombre d’équivalents bactériens. 
A. Le poids (gauche) des fragments de tumeurs et la quantité totale d’ADN extrait  (droite) de ceux-ci sont 
montrés pour le groupe détectable et indétectable. Chaque fragment a été classé indétectable ou détectable en 
utilisant comme séparateur la limite de détection de la technique de qPCR de toutes les expériences combiné es 
représentée par l’ADN témoin. Les moyennes et erreurs standards sont représentées. B. Corrélations des 
fragments pour : la quantité d’ADN extrait des fragments et leur poids (gauche). Corrélation des fragments 
classés comme détectables pour : le poids et les équivalents bactériens / 150 ng d’ADN (centre), ainsi que les 







Figure S2. L’ADN du tissu normal adjacent à la tumeur est plus difficile à extraire. 
A. Poids des fragments de tumeurs ou de tissus normaux adjacents utilisés pour l’extraction d’ADN. La moyenne 
et l’erreur standard de tous les fragments sont représentées. B. Quantité totale de l’ADN extrait des fragments de 
tumeur ou de tissus normaux adjacents aux tumeurs. Les moyennes et erreurs standards sont représentées.  
 
